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                                                              «Les grandes personnes ne comprennent  
jamais rien toutes seules,  
et c’est fatigant, pour les enfants, de toujours  
et toujours leur donner des explications»  
Antoine de Saint-Exupéry 
 
 
«Go confidently in the direction of your dreams.  
Live the life you have imagined» 
Henry David Thoreau 
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RIASSUNTO ANALITICO 
Introduzione. Il trapianto di cellule staminali emopoietiche è una procedura consistente 
nell’infusione di progenitori emopoietici, in grado di ricostituire la funzionalità normale del 
midollo osseo, in un paziente in cui questa è stata persa, per esempio, perché il midollo è 
stato sostituito da un processo infiltrativo neoplastico. 
La procedura è gravata da molte complicanze, precoci e tardive. Le complicanze infettive 
sono le più importanti e sono influenzate, soprattutto, dall’andamento della ricostituzione 
immunologica nei mesi successivi al trapianto.  
L’infezione o la riattivazione da Epstein-Barr Virus (EBV), dopo trapianto di cellule 
staminali emopoietiche, hanno una rilevanza clinica importante, perché possono portare 
allo sviluppo di una Malattia Linfoproliferativa Post Trapianto (PTLD), che presenta un 
elevato tasso di mortalità. Grazie alle strategie preventive e terapeutiche, che si avvalgono 
di un anticorpo monoclonale anti-CD20, il Rituximab, è possibile gestire tale complicanza e 
prevenire la Malattia Linfoproliferativa Post Trapianto. 
Il monitoraggio della carica virale di Epstein-Barr Virus, mediante RT-PCR, l’analisi dei 
fattori di rischio e la correlazione con una più lenta ricostituzione immunologica 
permettono di individuare i soggetti maggiormente predisposti alla riattivazione del virus. 
L’adozione di una terapia preventiva o precoce limita i casi di PTLD e contribuisce a 
ridurre la morbilità e mortalità, nel periodo successivo al trapianto. 
L’obiettivo di questo lavoro di tesi è raccogliere i dati riguardanti l’infezione da Epstein-
Barr Virus, nei pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali emopoietiche presso il 
Centro Trapianti dell’Unità Operativa di Oncoematologia Pediatrica di Pisa, analizzare i 
possibili fattori di rischio, descrivere i regimi terapeutici e preventivi utilizzati e la 
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ricostituzione immunologica delle sottopopolazioni linfocitarie, tracciando un quadro 
completo della popolazione dei pazienti con riattivazione di EBV. 
Materiali e Metodi. Nella nostra casistica, sono stati valutati 173 pazienti, sottoposti a 
trapianto di cellule staminali emopoietiche, tra il gennaio 2003 e il luglio 2013, presso il 
Centro Trapianti dell’U.O. Oncoematologia Pediatrica di Pisa. L’analisi della popolazione 
ha permesso l’individuazione di un sottogruppo di pazienti andati incontro a riattivazione 
di EBV. La rilevazione della viremia da EBV è stata attuata mediante RT-PCR. L’analisi 
della ricostituzione immunologica delle sottopopolazioni linfocitarie è stata eseguita con la 
metodica della citofluorimetria di flusso.  
Risultati. Dei 173 pazienti valutati, 60 pazienti, pari al 34,6%, sono risultati positivi al 
monitoraggio della viremia da EBV, nel periodo successivo al trapianto. Il tempo medio di 
riattivazione è stato di 102,6 giorni. Il 51,7% dei pazienti riattivati ha ricevuto una terapia 
con l’anticorpo monoclonale Rituximab. 3 pazienti hanno sviluppato Post Transplant 
Lymphoproliferative Disease. 
Il principale fattore di rischio per la riattivazione è risultato essere la procedura di T-
deplezione, per la profilassi della Graft Versus Host Disease. Sono stati rilevati anche altri 
fattori di rischio, quali il trapianto da donatore Matched Unrelated e il midollo osseo e il 
cordone ombelicale, come sorgenti di cellule staminali. Il fattore associato a una più elevata 
mortalità, nel gruppo dei pazienti con riattivazione di EBV, è risultato essere il numero di 
trapianti. 
Si è effettuata un’analisi dei valori mediani delle sottopopolazioni linfocitarie, a vari 
intervalli di tempo dopo il trapianto. Il loro confronto, con dati presenti in letteratura, 
riguardanti pazienti non andati incontro a riattivazione, ha permesso di osservare la 
presenza di un certo ritardo nel recupero immunologico, nei pazienti della nostra casistica. 
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Discussione. I dati ottenuti sono in linea con quanto affermato dalla letteratura 
internazionale. Sono stati individuati i principali fattori di rischio anche nella nostra 
popolazione, come la procedura di T-deplezione, il trapianto da Matched Unrelated Donor 
e da midollo osseo o cordone ombelicale. E’ stata confermata la necessità e l’importanza di 
un monitoraggio della carica virale di EBV, soprattutto nei pazienti con caratteristiche di 
rischio, e dell’impostazione di un regime terapeutico preventivo. Lo studio della 
ricostituzione immunologica delle sottopopolazioni linfocitarie, anche se non ancora 
indagato in modo esteso nei pazienti pediatrici, potrebbe costituire un nuovo approccio per 
l’identificazione dei pazienti più a rischio, ai quali deve essere somministrata la terapia 
preventiva. 
Conclusioni. L’infezione da EBV nel periodo successivo al trapianto di cellule staminali 
emopoietiche rimane una complicanza importante, che può compromettere il buon esito 
della procedura trapiantologica. È necessario individuare precocemente i pazienti che sono 
candidati a una terapia preventiva, in base ai fattori di rischio e alla competenza 
immunologica, per evitare l’evoluzione, spesso invariabilmente fatale, verso la Malattia 
Linfoproliferativa Post Trapianto. La prevenzione di questo disordine potrebbe essere una 
via per la riduzione della mortalità post trapianto e per il miglioramento della prognosi dei 
bambini. La collaborazione tra i diversi centri è essenziale, per avere dei numeri abbastanza 
elevati da permettere di trarre conclusioni sempre più affidabili, per rendere omogenee le 
linee diagnostiche e terapeutiche, al fine di migliorare l’esito di questi disordini e in generale 
l’aspettativa e la qualità della vita dei piccoli pazienti sottoposti a trapianto di cellule 
staminali emopoietiche. 
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INTRODUZIONE 
CAPITOLO 1: INQUADRAMENTO GENERALE 
1.1 L’onco-ematologia pediatrica 
L’onco-ematologia pediatrica è una disciplina medica che si occupa della diagnosi, del 
trattamento e della prevenzione delle malattie del sangue e delle malattie tumorali, nel 
paziente pediatrico. Nel reparto di onco-ematologia pediatrica, vengono accolti i pazienti 
affetti da patologie dei globuli rossi (anemie congenite e non, aplasie midollari, talassemie, 
emoglobinopatie e coagulopatie,  immunodeficienze di vario genere) ed oncologiche 
(leucemie, linfomi, tumori del sistema nervoso centrale, tumori ossei, neuroblastomi, 
rabdomiosarcomi, tumori rari, etc). Inoltre, vengono accolti e trattati i pazienti con diagnosi 
di malattia rara. 
1.2 Epidemiologia dei tumori in età pediatrica 
Dal rapporto AIRTUM 2008 (periodo 1998-2002) sui tumori infantili, risulta che essi 
rappresentano una patologia molto rara, ma il numero di bambini e adolescenti colpiti ogni 
anno è in aumento (Figura 1). 
FIGURA 1 INCIDENZA PER SESSO DEI TUMORI IN ETA' PEDIATRICA. FONTI AIRTUM 
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Notiamo un aumento dell’incidenza del 2% annuo. Si tratta di un fenomeno che riguarda 
tutti i paesi occidentali, le cui cause sono ancora da indagare. L’incidenza, tra i 0 e i 14 anni, 
è di 175,4 casi per milione per anno e, tra i 15 e i 19 anni, 270,3 casi per milione per anno.  
In Italia, sono 5 milioni i bambini e 6 milioni gli adolescenti con patologia oncologica. 
I tumori più frequenti sono le leucemie, seguite dai linfomi e dai tumori del Sistema 
Nervoso Centrale. Il picco si registra durante il primo anno di età.  
Lo studio AIRTUM non ha rilevato differenze statisticamente significative nella 
sopravvivenza dei bambini e degli adolescenti residenti nelle diverse aree geografiche del 
Paese. La qualità delle cure offerte ai pazienti è eccellente e tra le migliori in Europa. 
Questi risultati sono stati raggiunti grazie all’organizzazione dei Centri di oncologia 
pediatrica su tutto il territorio, che, con il coordinamento scientifico dell’AIEOP, sono 
costantemente impegnati in studi scientifici (studi clinici controllati e randomizzati) per 
individuare nuove e migliori terapie. 
La mortalità è in costante diminuzione e le terapie sono sempre più efficaci. 
La sopravvivenza a 5 anni dalla diagnosi, secondo i dati AIRTUM 2008, è del 78%  tra 0 e 
14 anni  e dell’82%  tra 15 e 19 anni. 
Un adulto su 250 è un lungo sopravvivente da patologia neoplastica trattata durante 
l’infanzia. 
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CAPITOLO 2: IL TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI 
EMOPOIETICHE IN ETÀ PEDIATRICA  
2.1 Generalità 
Il trapianto di cellule staminali emopoietiche è una procedura consistente nell’infusione di 
progenitori ematopoietici, in grado di ricostituire la funzionalità normale del midollo osseo, 
in un paziente in cui questa è stata persa, per esempio, perché il midollo è stato sostituito 
da un processo infiltrativo neoplastico. 
Migliaia di bambini, nel corso degli ultimi anni, hanno ricevuto un’infusione di cellule 
staminali emopoietiche, sia allogeniche sia autologhe, per curare disordini maligni e non 
maligni, con un eccellente miglioramento della prognosi di numerose patologie. 
2.2 Numeri 
L’ultimo report dell’EBMT pubblicato nel 2007 riporta più di 31.000 trapianti pediatrici 
eseguiti dal 1970. In Italia, al 2010 il numero di TCSE eseguiti raggiunge quasi i 9.000.  
FIGURA 2 NUMERO DI TRAPIANTI ESEGUITI NEI PAZIENTI PEDIATRICI IN ITALIA DAL 1986 AL 
2001.DATI AIEOP. 
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2.3 La cellula staminale emopoietica 
Le cellule staminali sono una popolazione di cellule indifferenziate, con la capacità di 
dividersi infinite volte, per moltiplicarsi e generare una progenie funzionale di cellule più 
specializzate, rappresentate dalle cellule staminali multipotenti dei tessuti dell’adulto, che 
servono per rigenerare i tessuti danneggiati e rimpiazzare le cellule più mature (Figura 3). 
La cellula staminale ematopoietica è una cellula multipotente del sistema emopoietico, 
CD34+ e CD38-, capace di proliferare, per dare origine ad altre cellule staminali 
emopoietiche e di differenziarsi, per dare origine a cellule mature specializzate 
- eritrociti  
- leucociti 
- piastrine 
 
FIGURA 3 CELLULA STAMINALE E PROGENITORI EMATOPOIETICI 
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La cellula staminale si trova nel midollo osseo, all’interno dell’osso trabecolare, la sede 
dell’emopoiesi. La maggior parte delle cellule staminali emopoietiche si trova in uno stato 
di quiescenza, in fase Go. Nel midollo osseo troviamo, oltre alle cellule staminali, le nicchie 
circondate dallo stroma midollare. Le nicchie sono microambienti, dove avvengono le 
complesse interazioni tra citochine, chemochine, molecole di adesione e i loro ligandi e 
recettori. Tali meccanismi controllano il destino delle cellule staminali emopoietiche e il 
loro homing all’interno delle nicchie stesse. 
2.4 Il sistema Human Leucocyte Antigen 
Il sistema Human Leucocyte Antigen è costituito da un gruppo 
di geni polimorfici localizzati sul cromosoma 6 (Figura 4). 
Essi codificano per proteine della membrana cellulare, espresse 
su vari tipi cellulari e riconosciute dai linfociti T. 
Qualsiasi cellula che sia riconosciuta come «non self» dai 
linfociti T, poiché esprimente molecole HLA differenti, viene 
rigettata dal sistema immunitario.  
Esistono due principali classi di HLA: la classe I, che si trova 
su vari tipi cellullari (MHC-I: tre copie per ogni cromosoma, 
codifica per HLA-A,-B,-C) e la classe II, che si trova 
soprattutto sulle cellule presentanti l’antigene (MHC-II: sei 
copie per ogni cromosoma, HLA-DQ,-DR,-DP). Ogni individuo presenta due cromosomi. 
La regione HLA è la più polimorfica del genoma umano. 
 
FIGURA 4 IL SISTEMA 
HUMAN LEUKOCYTE 
ANTIGEN 
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2.5 Tipologie di trapianto: fonti  
Le fonti di cellule staminali emopoietiche classicamente impiegate in ambito trapiantologico 
sono rappresentate dal midollo osseo (Bone Marrow-BM), dal sangue periferico (Peripheral 
Blood-PB) dopo opportuna preparazione, e dal sangue di cordone ombelicale (Cord Blood-
CB).  
Il midollo osseo è, tradizionalmente, la principale fonte di progenitori ematopoietici 
impiegata [1]. 
Ognuna di queste fonti di cellule staminali emopoietiche presenta vantaggi e svantaggi e 
indicazioni peculiari, anche in età pediatrica. 
Diversi studi hanno confrontato le fonti di cellule staminali emopoietiche. Uno studio su 
Lancet del 2010 ha confermato che la mortalità correlata al trapianto risulta essere maggiore 
per il trapianto da cordone ombelicale, ma le recidive e  l’incidenza di Graft Versus Host 
Disease sono minori, risultando in un Leukemia-free-survival comparabile a quello delle 
altre fonti di cellule staminali [1]. Per le cellule staminali del sangue periferico, invece, la 
mortalità maggiore è, soprattutto, correlata con una tendenza maggiore allo sviluppo di 
GVHD severa, anche se la mortalità legata alla recidiva risulta diminuita dal maggiore 
effetto Graf Vs Leukemia. 
2.6 Tipologie di trapianto: autologo e allogenico 
Il trapianto si definisce autologo (o autotrapianto) quando le cellule staminali infuse al 
paziente, in precedenza prelevate e adeguatamente conservate, provengono dal paziente 
stesso. Questo tipo di trapianto è associato con un basso tasso di complicanze. Il trapianto 
si definisce allogenico quando le cellule staminali derivano da un donatore. 
 
17 
 
2.7 Tipologia di trapianto: donatori 
Il donatore può essere consanguineo o non consanguineo, HLA-identico, aploidentico, con 
un solo cromosoma combinato, o non HLA-identico [2]. 
Per lungo tempo, un parente HLA-identico è stato l’unico tipo di donatore impiegato e 
rimane la scelta ottimale. Dato che i geni polimorfici HLA sono strettamente connessi e 
costituiscono di solito un unico locus genetico, ogni coppia di fratelli ha una possibilità pari 
al 25% di essere HLA identica. Tuttavia, considerata la dimensione ridotta delle famiglie nei 
paesi europei, approssimativamente solo il 25-30% dei pazienti che necessitano di un 
trapianto di cellule staminali emopoietiche può ricevere il trapianto da un fratello HLA-
identico ed è per questo motivo che la ricerca si è estesa a fonti alternative di cellule 
staminali emopoietiche [2] (Figura 5).  
FIGURA 5 ALGORITMO DI SCELTA DEL DONATORE 
 
La scelta del donatore si basa sul confronto tra i loci del sistema HLA, soprattutto di A, B, 
C, DQ, DP e DR, definiti loci polimorfici HLA maggiori, mediante tipizzazione ad alta 
risoluzione. 
Nella famiglia, è possibile che vi sia un fratello che abbia ereditato gli stessi due cromosomi 
e che sia dunque effettivamente identico (Probabilità 25%). Se questo tipo di donatore non 
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viene trovato all’interno della famiglia, è possibile ricercarlo nei database dei donatori 
volontari, con una probabilità di successo del 40% e nelle banche di conservazione dei 
cordoni ombelicali. La probabilità di trovare un donatore compatibile diminuisce con il 
passare del tempo, dall’avvio della richiesta di trapianto. I pazienti possono essere 
classificati a seconda della probabilità alta, intermedia e bassa di trovare un donatore, a 
seconda di alcuni indici definiti, come la presenza di alcuni particolari alleli HLA [3]. 
Recenti studi estesi condotti dal Center for International Blood and Marrow Transplant 
Research hanno approfondito l’impatto del mismatching HLA sulla prognosi dei pazienti 
sottoposti a regime mieloablativo. Questi studi dimostrano come vi sia uno svantaggio nella 
sopravvivenza con qualsiasi grado di diseguaglianza HLA, soprattutto per i loci A, B, C e 
DRB1 (8/8). Negli ultimi anni, si è iniziato a considerare come locus maggiore anche il 
DQB1. Il miglior donatore sarebbe, dunque, quello con un HLA matching pari a 10/10. I 
determinanti principali della sopravvivenza sarebbero i loci A e DRB1 [4]. 
Se anche queste ricerche risultano fallimentari, oggi è possibile effettuare un trapianto 
cosiddetto aploidentico, da madre o da padre, i quali sicuramente avranno la metà dei loci 
HLA identici a quelli del bambino. È preferibile, in questo caso, il trapianto da madre, 
perché è stata dimostrata una migliore tolleranza immunologica per gli antigeni non self, 
per ragioni che risalgono probabilmente alla vita intrauterina e al parto. Nel caso del 
trapianto da donatore aploidentico, con un solo cromosoma coincidente è necessario 
eseguire una deplezione delle cellule T del trapianto, poiché queste potrebbero scatenare 
una reazione alloreattiva, determinando la Graft Versus Host Disease, ovvero la malattia 
del trapianto contro l’ospite [4]. 
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2.8 Razionale del trapianto 
Il trapianto autologo ha come obiettivo quello di massimizzare l’azione antineoplastica dei 
citostatici, tramite un aumento della dose dei farmaci. Il paziente viene sottoposto ad un 
regime di radio/chemioterapia a dosi elevate (1,5-3 volte maggiori rispetto alle dosi 
standard), definita regime di condizionamento, fino ad indurre una mieloablazione 
completa. 
Questa fase è seguita dall’infusione delle cellule staminali autologhe (di midollo o 
periferiche), precedentemente raccolte e criopreservate, al fine di permettere al paziente un 
recupero della funzionalità midollare, che risulta irreversibilmente danneggiata dal regime 
mieloablativo. 
Il trapianto allogenico, invece, prevede che le cellule del donatore diano origine a un nuovo 
sistema emopoietico e immunitario ed è indicato in tutte quelle condizioni che determinano 
un’alterazione severa del pool staminale del paziente. Il ricevente è sottoposto a terapia 
mieloablativa, cui segue la reinfusione delle cellule staminali prelevate dal donatore 
compatibile.  
Le principali condizioni che richiedono il trapianto allogenico di cellule staminali 
emopoietiche sono: 
- Riduzione quantitativa del compartimento staminale, come nelle aplasie midollari 
acquisite e congenite. 
- Difetti congeniti selettivi che possono interessare la linea eritropoietica (es. 
Talassemia), la linea granulo-monocitomacrofagica (es. sindrome di Kostmann, 
malattia di Chediak-Higashi), la linea megacariocitaria e la linea linfopoietica 
(immunodeficienze combinate gravi o altre alterazioni importanti dell’immunità T o 
B), deficit enzimatici (patologie del metabolismo, mucopolisaccaridosi). 
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- Alterazioni qualitative del compartimento staminale: leucemie ed altre neoplasie del 
sistema emopoietico). 
Nei primi due casi, il trapianto ha come scopo la ricostituzione emopoietica o 
immunologica del sistema del paziente. Nel caso di una malattia neoplastica, il trapianto ha 
come fine l’eradicazione della malattia con l’utilizzo di alte dosi di chemio/radioterapia. 
L’attività antineoplastica del trapianto si completa con un effetto immunomediato, 
esercitando un'azione Graft versus Leukemia, “trapianto contro la leucemia”, grazie alla 
quale i linfociti T del donatore svolgono un’azione antileucemica, protettiva nei confronti 
di una recidiva di malattia. 
2.9 Indicazioni al trapianto di cellule staminali emopoietiche 
Le principali indicazioni per l’esecuzione di un trapianto di cellule staminali emopoietiche 
sono: la leucemia linfoblastica acuta, in remissione completa, dopo malattia ad alto rischio 
di ricaduta o per le successive remissioni, la leucemia mieloide acuta in prima remissione o 
per malattia avanzata,  la leucemia mieloide cronica Philadelphia positiva, le sindromi 
mielodisplastiche, i linfomi di Hodgkin e non, alcuni tipi di tumori solidi, come il 
neuroblastoma metastatico, il rabdomiosarcoma refrattario al trattamento standard, il 
sarcoma di Ewing ad alto rischio, l’anemia aplastica acquisita severa, l’anemia di Fanconi, la 
discheratosi congenita, l’anemia di Diamond-Blackfan, la talassemia major, la drepanocitosi, 
una variante della immunodeficienza combinata severa, la sindrome da iper-IgM, il deficit 
di adesione leucocitaria, la sindrome di Ommen, la sindrome di Chediak-Higashi, i difetti 
della funzione neutrofila, il disturbo linfoproliferativo X-linked, la linfo-istio-citosi 
emofagocitica, vari disturbi piastrinopenici, alcune mucopolisaccaridosi o altri disordini 
perossisomiali e liposomi ali, l’osteopetrosi infantile maligna e la citopenia refrattaria a 
qualsiasi trattamento [5]. Le indicazioni al trapianto di cellule staminali emopoietiche sono 
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in continua estensione e la ricerca in quest’ambito sta coinvolgendo le patologie più diverse 
(Tabella 1) [6]. 
TABELLA 1 INDICAZIONI AL TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE 
INDICAZIONI AL TRAPIANTO IN ETA’ PEDIATRICA 
Leucemia mieloide acuta in I RC 
HR e II RC 
Immunodeficienza severa 
combinata 
Errori congeniti del metabolismo 
e malattie da accumulo 
Leucemia linfoblastica acuta in II 
RC o HR dopo I RC 
Anemia aplastica Neuroblastoma stadio IV 
Leucemia mieloide cronica Ph+ Anemia di Fanconi Rabdomiosarcoma 
Linfoma Non-Hodgkin 
recidivante 
Anemia falciforme 
 
Sarcoma di Ewing  HR o II RC 
(Auto) 
Malattia di Hodgkin recidivante Malattia di Kostman Osteopetrosi 
Sarcoma di Ewing metastatico alla 
diagnosi 
Anemia di Diamond-Blackfan Disordini autoimmuni 
Sindromi mielodisplastiche Talassemia major  
2.10 Fasi del trapianto 
La procedura del trapianto di cellule staminali emopoietiche si compone di numerose fasi. 
Vi sono delle differenze nella procedura del trapianto autologo e del trapianto allogenico, 
soprattutto per quanto riguarda la preparazione del paziente e la tecnica di conservazione 
ed infusione (Figura 6). 
FIGURA 6 FASI DEL TRAPIANTO ALLOGENICO DI CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE 
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Trapianto autologo 
Raccolta delle cellule staminali. La prima fase prevede la raccolta delle cellule staminali, 
le quali possono derivare dal midollo osseo oppure dal sangue periferico. Le modalità di 
prelievo differiscono a seconda della sorgente. Il prelievo dal midollo è eseguito attraverso 
aspirazioni multiple dalle creste iliache posteriori, in anestesia generale, fino a ottenere una 
quantità adeguata di cellule staminali (circa 20 ml di sangue midollare per ogni kg di peso 
corporeo). Nel caso delle cellule staminali del sangue periferico, invece, si potrà procedere 
al prelievo solo previa mobilizzazione, per determinare un aumento del numero assoluto 
dei progenitori ematopoietici circolanti nel sangue periferico. A tal scopo, il paziente viene 
sottoposto ad un ciclo di chemioterapia, chiamato ciclo mobilizzante, seguito dalla 
somministrazione di fattori di crescita. È infatti dimostrato che, durante la fase di ripresa 
ematologica dopo chemioterapia, il numero di CFU-GM (Colony Forming Unit 
Granulocyte, Macrophage) aumenta di circa 10 volte rispetto al basale e di oltre 100 volte 
nel caso in cui vengano impiegati fattori di crescita (G-CSF: Granulocyte Colony 
Stimulating Factor, GM-CSF Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor) [7]. 
Attraverso l’analisi citofluorimetrica delle cellule CD34+ nel sangue periferico, si ha una 
stima attendibile del numero di progenitori emopoietici circolanti. Il monitoraggio delle 
cellule CD34+ nel sangue periferico consente di valutare, in modo sufficientemente 
preciso, il momento ottimale per eseguire una raccolta di cellule staminali utili per il 
successivo trapianto (numero di CD34+ maggiore di 10-20/L nel sangue periferico). 
Il valore maggiore di cellule staminali nel sangue periferico è raggiunto in media dopo 14-
21 giorni dalla fine del ciclo chemioterapico. Le cellule staminali midollari o periferiche 
vengono quindi criopreservate in azoto liquido, grazie all’uso di sostanze crioprotettrici, 
come il dimetilsulfossido- DMSO. Un limite del trapianto autologo è la possibile 
contaminazione dell’inoculo midollare o delle cellule staminali periferiche da parte di cellule 
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neoplastiche. Per tale ragione, si procede, attraverso tecniche di purging ex vivo (attraverso 
metodi fisici, chimici e immunologici), alla rimozione delle potenziali cellule neoplastiche 
contaminanti. 
Condizionamento. Il regime di condizionamento, chiamato anche terapia sovramassimale, 
nel trapianto autologo, ha come unica finalità quella di eradicare la quota tumorale residua 
dell’organismo. I diversi regimi di condizionamento sono, quindi, designati in rapporto alla 
malattia neoplastica da trattare. 
Reinfusione delle cellule staminali. La sacca contenente le cellule staminali è scongelata 
rapidamente. L’infusione avviene per via endovenosa, tramite accesso periferico o tramite 
catetere venoso centrale, e deve avvenire in tempi rapidi, in non più di 10-15 minuti. 
Trapianto allogenico 
Selezione del donatore. La ricerca del donatore è effettuata seguendo un preciso 
algoritmo. Inizialmente, si valuta l’idoneità nell’ambito familiare, con la tipizzazione HLA 
di genitori e fratelli. Il donatore ideale è rappresentato da un fratello genotipicamente 
identico: in questo caso, possiederà i medesimi aplotipi HLA del paziente ereditati dai 
genitori. La probabilità che questo avvenga è pari al 20-25%.  
Qualora non ci fosse un fratello genotipicamente identico, viene avviata la ricerca di un 
donatore non consanguineo o non correlato (Unrelated Donor), all’interno del registro 
internazionale dei donatori volontari: The Bone Marrow WorldWide Registry (BMDW) che 
consente l’accesso ad un database di più di due milioni di donatori diversi e di unità di 
sangue cordonale.  
L’istituzione di banche di cordone ombelicale, avvenuta negli ultimi anni, ha permesso di 
implementare ulteriormente la possibilità di trovare un donatore compatibile. I linfociti 
cordonali sono più immaturi rispetto a quelli del midollo osseo ed esprimono una maggiore 
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tolleranza immunologica. Ciò rende possibile il trapianto anche in presenza di 
incompatibilità HLA per 2-3 antigeni, senza che si verifichi un aumento significativo del 
rischio di GVHD severa. 
Nel caso in cui le ricerche di un donatore HLA identico non dessero esito positivo, è 
possibile ricorrere al trapianto da un familiare HLA parzialmente compatibile, aploidentico, 
cioè un genitore o un fratello che presenti una disparità per 2-3 antigeni dell’aplotipo non 
condiviso. 
Una volta individuato il donatore sano e aver eseguito tutti gli accertamenti per l’idoneità 
(analisi del sangue, infettivologiche, indagini strumentali, rischio anestesiologico) si decide 
la via di prelievo delle cellule staminali. 
Raccolta delle cellule staminali. La raccolta delle cellule staminali può avvenire, anche 
nel caso del trapianto di tipo allogenico, tramite prelievo del midollo in anestesia generale 
oppure dopo la mobilitazione delle cellule staminali verso il sangue periferico, mediante 
GCSF. 
Il prelievo di midollo osseo avviene mediante agoaspirazioni multiple in anestesia generale 
dalla cresta iliaca anteriore (1/3) e posteriore (2/3). La quantità di sangue midollare da 
raccogliere non deve essere inferiore a 20 ml/kg (peso del donatore). Il prelievo viene 
immediatamente sottoposto a filtrazione in sala operatoria, per rimuovere microaggregati e 
spicule ossee. 
Il sangue midollare, in seguito, viene trasferito in laboratorio, dove sarà trattato e 
manipolato, per renderlo adeguato per l’infusione. 
 - Deeritrocizzazione 
 - Deplasmazione 
 - Purging 
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 - T-deplezione 
 - Selezione positiva e/o negativa 
 - Valutazione del contenuto in CD34+ 
 - Prove di vitalità 
 - Prove di clonogenicità 
Regimi di condizionamento. Durante il regime preparatorio di condizionamento, la 
chemioterapia, spesso associata all’irradiazione, è somministrata per distruggere il sistema 
emopoietico del paziente e per sopprimere il suo sistema immunitario, soprattutto i linfociti 
T, in modo da prevenire la reazione di rigetto del trapianto. Inoltre, la chemioterapia 
sovramassimale è somministrata anche per creare lo spazio midollare per l’attecchimento 
dell’inoculo e per eliminare il clone neoplastico. 
I regimi di condizionamento possono essere distinti in: mieloablativo, non-mieloablativo e 
a intensità ridotta. Il regime mieloablativo è effettuato per eliminare tutte le cellule tumorali 
e per creare la condizione d’immunosoppressione, necessaria per il trapianto: sono usati, 
soprattutto, l’irradiazione totale del corpo e la ciclofosfamide oppure quest’ultima associata 
al busulfano. Nei regimi non mieloablativi, le dosi dei chemioterapici sono inferiori e 
inducono solo l’immunosoppressione: si sfrutterà l’effetto dei linfociti alloreattivi del 
donatore per l’eliminazione delle cellule tumorali residue. Questo tipo di regimi sono 
associati a una minore tossicità. I regimi a intensità ridotta hanno un effetto mieloablativo e 
immunosoppressivo intermedio: sono somministrati fludarabina, melfalan, globulina 
antitimocitica e busulfano. 
I bambini, di solito, tollerano meglio gli effetti collaterali rispetto agli adulti, perciò possono 
essere utilizzate le alte dosi. 
Tuttavia, gli effetti sul sistema endocrino e la crescita talvolta sono importanti. 
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Non c’è ancora un consenso tra i vari gruppi su quale sia il migliore regime di 
condizionamento. 
Reinfusione delle cellule staminali. La procedura di reinfusione delle cellule staminali è 
abbastanza semplice e viene effettuata al letto del paziente. Esse hanno la straordinaria 
capacità di raggiungere, attraverso la circolazione del sangue, gli spazi midollari dove si 
sistemano, si accasano (homing) e ricostruiscono il midollo osseo. Tale meccanismo non è 
stato ancora completamente compreso. La molecola 1 di adesione vascolare, l’eparan-
solfato e il fattore 1 di derivazione stromale e il suo recettore CXCR4 sembrerebbero avere 
un ruolo in tale processo. 
Le cellule raccolte vengono raffreddate e infuse, attraverso un catetere venoso centrale, in 
un periodo di diverse ore.  
2.11 Assistenza e terapie di supporto nel periodo successivo al trapianto 
Il paziente sottoposto a trapianto di cellule staminali emopoietiche necessita di un supporto 
intensivo e diversificato in base alle complicanze che possono presentarsi nel periodo 
successivo alla procedura trapiantologica. 
Supporto trasfusionale. È necessario fornire un supporto trasfusionale continuo, perciò 
devono essere valutati anche i rischi correlati alle frequenti trasfusioni di componenti 
ematologici.  Le principali complicanze sono le infezioni virali e batteriche trasmissibili con 
la trasfusione, la Graft vs Host Disease correlata alla trasfusione e il danno polmonare 
acuto correlato alla trasfusione. È necessario stabilire una condotta trasfusionale 
irreprensibile, per la selezione e il controllo delle componenti da trasfondere, soprattutto 
dal punto di vista microbiologico (HIV, CMV e altri agenti) e immunologico. Si utilizza 
l’irradiazione, che inibisce la proliferazione linfocitaria ed evita la complicanza della GVHD 
legata alla trasfusione. L’irradiazione è necessaria per sangue intero, globuli rossi, piastrine e 
27 
 
granulociti. Le altre componenti, plasma fresco congelato, crioprecipitato e albumina non 
necessitano di irradiazione. 
Profilassi delle infezioni. I pazienti con patologie neoplastiche, trattati con il trapianto, 
sono ad alto rischio per lo sviluppo di complicanze infettive, a causa 
dell’immunosoppressione marcata, della pancitopenia prolungata e delle mucositi. Le 
strategie preventive non includono solo una profilassi farmacologica, ma anche altre misure 
ambientali e nutrizionali. Le possibili complicanze infettive sono di natura virale, batterica, 
fungina e protozoaria. 
I pazienti devono essere ricoverati in ambiente isolato, in camera con flusso laminare o 
filtri HEPA e misure igieniche attente. L’effettiva utilità di queste misure non è stata ancora 
dimostrata. L’igiene personale è di cruciale importanza. Il lavaggio delle mani di parenti e 
personale medico e infermieristico è un altro punto critico per la prevenzione delle 
infezioni. 
Supporto nutrizionale. Non è ancora chiaro se una dieta a bassa carica batterica possa 
aiutare a prevenire le infezioni o a ridurne la gravità. 
Un supporto nutrizionale e metabolico è importante per evitare l’eccessiva perdita di peso 
corporeo, di fluidi e di elettroliti, per migliorare lo stato di salute generale del paziente e 
migliorare la sopravvivenza. La via orale è la preferita e si dovrebbe tentare il ripristino di 
un’alimentazione enterale il prima possibile dopo la procedura trapiantologica, tuttavia la 
via parenterale viene comunemente utilizzata, data la presenza del catetere venoso centrale, 
mediante il quale è possibile somministrare agevolmente una nutrizione parenterale totale. 
Inoltre, la presenza di mucositi, vomito e nausea rendono difficile la nutrizione per os e il 
posizionamento del sondino naso-gastrico. 
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Tra le ragioni di scarso introito calorico, si deve considerare anche il fatto che l’organismo è 
già compromesso dalla patologia di base, cha ha un effetto catabolico sull’apparato 
muscolo-scheletrico, dal regime di condizionamento e dalle complicanze del trapianto 
stesso.  
Un buono stato nutrizionale prima del trapianto è correlato a una migliore prognosi post-
trapianto e a un più rapido attecchimento. 
Fattori di crescita ematopoietici.  La neutropenia prolungata e le conseguenti infezioni 
sono la più frequente causa di morbilità e mortalità dopo trapianto. La somministrazione di 
GCS-F ha un chiaro beneficio, riducendo il tempo dell’attecchimento e le complicanze 
associate alla neutropenia. La migliore via di somministrazione è dibattuta. L’eritropoietina 
è somministrata per accelerare il recupero della componente cellulare rossa. Il livello 
dell’eritropoietina endogena, infatti, risulta diminuito nel post trapianto. Tuttavia, la 
necessità di trasfusioni non sembra diminuita dalla somministrazione di EPO. 
Immunoterapia dopo trapianto 
L’utilizzo di una terapia immunosoppressiva nei regimi di condizionamento, con 
Alemtuzumab o ATG, o l’utilizzo di questi per la prevenzione della GVHD determina un 
ritardo nella ricostituzione immunologica. Dato che l’effetto immunologico è l’effetto 
terapeutico principale del trapianto allogenico, tali pratiche hanno reso necessaria la ricerca 
di strategie immunoterapiche post trapianto, che possano prevenire o trattare le 
complicanze infettive e, allo stesso tempo, la possibile recidiva di malattia, determinando 
un profondo effetto del Trapianto versus la leucemia, in assenza di una GVHD. 
Le strategie sono basate principalmente sull’immunoterapia adottiva o sulla selezione o 
deplezione di specifici tipi cellulari.  
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Le infezioni vengono trattate mediante l’infusione di cellule T virus-specifiche del 
donatore. L’infusione di cellule T del donatore mature e non selezionate (DLI, Donor 
Lymphocyte Infusion) presenta un significativo rischio di indurre una severa GVHD.  
L’approccio più specifico, con l’infusione di cellule T selezionate contro i vari agenti 
infettivi, sembra essere più sicuro ed efficace. La selezione delle cellule T avviene in vitro, 
ma le tecniche devono essere ancora perfezionate. 
L’immunoterapia viene utilizzata anche per le recidive di malattia o per la malattia residua 
post trapianto. 
2.12 Complicanze del trapianto 
L’elevata dose di radioterapia e chemioterapia del regime di condizionamento colpisce tutti 
gli organi e i tessuti del ricevente, provocando una serie di effetti secondari precoci e tardivi 
d’intensità variabile. Gli effetti più comuni sono vomito, nausea, mucosite e dolore. La 
tabella seguente riassume i possibili effetti (Tabella 2). 
 
TABELLA 2 EFFETTI PRECOCI E TARDIVI DEL TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI 
EMOPOIETICHE 
EFFETTI PRECOCI EFFETTI TARDIVI 
Mucositi Infezioni tardive e immunodepressione protratta 
Cistite emorragica Graft vs Host Disease cronica 
Pancitopenia prolungata e severa Osteopenia e osteoporosi 
Infezioni Complicanze polmonari (sindromi ostruttive) 
Graft vs Host Disease acuta Ipotiroidismo e disturbi della crescita 
Insuccesso del trapianto Infertilità 
Complicanze polmonari Compromissione neurocognitive e neuropsicologica 
di vario grado 
Malattia veno-occlusiva epatica  
Microangiopatia trombotica  
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Complicanze precoci 
Le complicanze precoci, che possono intervenire dopo il trapianto, sono: mucosite, cistite 
emorragica, malattia veno-occlusiva, danno polmonare severo correlato al trapianto e 
infezioni correlate al trapianto [4]. 
Complicanze tardive 
Con l’aumento del numero di trapianti eseguiti e il miglioramento della prognosi, la 
sopravvivenza a lungo termine dei pazienti trattati è diventata sempre più importante. I 
lungo-sopravviventi dovrebbero avere uno stato di salute normale, con un adeguato 
funzionamento fisico, psicologico e sociale. Tuttavia, le condizioni di salute del paziente 
trapiantato non sempre sono ottimali, a causa di complicanze tardive che compromettono 
la qualità della vita del paziente. 
Le complicanze tardive sono numerose: vi è una forma cronica della GVHD, con sintomi 
assimilabili a una patologia autoimmune quale il Lupus e manifestazioni cutanee 
preponderanti; può insorgere una cataratta sub capsulare posteriore a causa dell’irradiazione 
ed una cherato-congiuntivite; si possono avere complicanze orali e dentali; anche gli effetti 
sul sistema endocrino sono innumerevoli, dal ritardo di crescita all’ipotiroidismo, 
dall’infertilità all’amenorrea; patologie polmonari restrittive e ostruttive croniche; 
complicanze cardiache tardive, fino allo scompenso cardiaco; malattie cerebrovascolari e 
cardiovascolari; sindrome metabolica, con ipertensione, diabete e dislipidemia [8]; malattia 
renale cronica; complicanze epatiche e da sovraccarico di ferro, per le continue trasfusioni; 
osteoporosi e necrosi avascolare; problemi neurocognitivi e neuropsicologici; secondi 
tumori, solidi o ematologici. Il trattamento di tali complicanze deve seguire determinati 
protocolli ed essere condotto da personale specializzato [9]. 
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Complicanze infettive 
Le infezioni rimangono le cause principali di morbilità e mortalità nei pazienti sottoposti a 
trapianto di cellule staminali emopoietiche.  
Negli ultimi anni, il miglioramento delle misure di supporto, la comprensione dei 
meccanismi d’immunosoppressione, l’introduzione del condizionamento a intensità ridotta, 
la disponibilità di nuovi agenti antimicrobici e le strategie preventive hanno ridotto 
l’incidenza delle complicanze infettive e la relativa morbilità e mortalità. Tuttavia, molto 
deve essere ancora fatto in tale ambito [10]. 
I pazienti che vanno incontro a trapianto di cellule staminali emopoietiche sono in uno 
stato transitorio d’immunodepressione notevole. 
Spesso, sono necessari anni prima che avvenga un recupero completo dalla condizione 
d’immunodepressione. Tuttavia, nei pazienti pediatrici questo processo sembra essere più 
rapido ed efficiente, grazie alla residua funzionalità del timo, in cui devono maturare i 
linfociti T del donatore e dove essi acquisiscono una certa tolleranza. In età pediatrica, il 
recupero dell’immunità parte dalla ricostituzione delle cellule Natural Killer, in tempi 
estremamente veloci. 
Immediatamente dopo il trapianto, i pazienti diventano particolarmente suscettibili alle 
infezioni batteriche e fungine, a causa dell’instaurarsi di un’importante neutropenia. Per tale 
ragione, molti centri iniziano un trattamento profilattico antibiotico e antimicotico durante 
il regime di condizionamento. Nonostante queste misure preventive, la maggior parte dei 
pazienti sviluppa febbre e segni d’infezione nel periodo successivo al trapianto [6]. 
I più comuni agenti responsabili includono gli enterobatteri e i funghi, come Candida e 
Aspergillus. C’è una chiara correlazione tra il tipo d’immunodeficienza dopo il trapianto e 
l’incidenza di alcune infezioni. 
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FIGURA 7 CINETICA IMMUNOLOGICA E RISCHIO INFETTIVO DOPO TRAPIANTO DI 
CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE 
Si possono distinguere tre diversi periodi, caratterizzati dalla predominanza di specifici 
patogeni in ogni fase, come mostrato nello schema (Figura 7) [11]. 
Una prima fase neutropenica, dal giorno zero al giorno +30, è caratterizzata da una netta 
predominanza delle infezioni batteriche, da Gram+ e Gram-, da Candida e HSV, con sepsi, 
polmoniti, orofaringiti, sinusiti, proctiti e celluliti.  La fase intermedia, invece, va dal giorno 
+30 al giorno + 100 e coincide con il periodo di attecchimento del trapianto. Si verifica 
un'asplenia funzionale ed un’immunodeficienza transitoria. Le principali infezioni sono a 
eziologia virale e fungina (CMV, EBV, adenovirus, P.carinii, Candida e Aspergillus).  
La fase tardiva, successiva al giorno +100, è caratterizzata da infezioni associate alla 
presenza di una Graft vs Host Disease cronica, di severità variabile.  Le infezioni tipiche 
sono da batteri incapsulati, come S.Pneumoniae e H. Influenzae, da Aspergillus e Varicella 
Zoster Virus.  
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I riceventi un trapianto di cellule staminali emopoietiche mantengono un certo rischio di 
sviluppare infezioni severe anche dopo la normalizzazione della conta neutrofila, perché il 
numero e le funzioni dei linfociti T rimangono basse per mesi, dopo il trapianto. 
Le infezioni che interferiscono con l’esito del trapianto e che possono rappresentare un 
pericolo per la vita del paziente sono l’aspergillosi invasiva, le infezioni da citomegalovirus 
e i disordini linfoproliferativi correlati al Virus di Epstein Barr (Post Transplant 
Lymphoproliferative Disorders, PTLD). 
2.13 Aspetti immunologici 
Graft Versus Leukemia Effect 
L’immunologia del trapianto allogenico di cellule staminali emopoietiche si differenzia da 
quella degli altri trapianti, perché in aggiunta alle cellule staminali, il trapianto contiene 
anche cellule sanguigne mature del donatore, incluse le cellule T, le cellule NK e le cellule 
dendritiche. Queste cellule vanno a ripopolare il sistema linfo-emopoietico del ricevente e 
danno origine a un nuovo sistema immunitario, che aiuta a eliminare i residui di cellule 
leucemiche, che sono sopravvissute al regime di condizionamento. Questo effetto è noto 
come Graft Versus Leukemia Effect, ovvero effetto del trapianto contro la leucemia. 
Graft Versus Host Disease 
Il sistema immunitario del donatore esercita il suo effetto Graft versus Leukemia T-
mediato attraverso l’alloreazione, diretta contro gli antigeni d’istocompatibilità del 
ricevente, che non sono condivisi e che sono espressi dalle cellule leucemiche. Dato che 
alcuni di questi antigeni HLA sono espressi anche nei diversi tessuti del ricevente, può 
conseguire una reazione T mediata alloreattiva. Precisamente, i linfociti T CD8+ effettori, 
alloreattivi, del donatore, possono attaccare i tessuti del ricevente, in particolare, pelle, 
tratto gastrointestinale e fegato, causando un GVHD, ovvero una malattia del trapianto 
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contro l’ospite di tipo acuto, che rappresenta una condizione a severità variabile e che, in 
alcuni casi, può mettere in pericolo la vita del paziente [5]. Le principali manifestazioni 
cliniche sono: un rash eritematoso maculo-papulare, desquamativo o bolliforme nei casi più 
gravi, una colestasi con o senza ittero franco, anoressia, nausea, vomito e diarrea. 
La GVHD acuta rimane, direttamente o indirettamente, una delle maggiori cause di morte 
a breve termine dopo il trapianto di cellule staminali emopoietiche.  
La malattia viene classificata in base a stadi e gradi, secondo le tabelle di Scoring di 
Glucksberg, formulate nel 1974 (Tabella 3).  
TABELLA 3 STADI E GRADI DELLA GRAFT VERSUS HOST DISEASE 
STADIO Cute              Fegato          Intestino/diarrea 
0 No rash  Bilir.<2mg  <500 ml/die 
+ Rash<25%  Bilir. 2-3 mg  >500 ml/die 
++ Rash 25-50%  Bilir. 3-6 mg  >1000 ml/die 
+++ Rash 100%  Bilir. 6-15 mg  >1500 ml/die 
++++ Dermatite Bollosa Bilir.>15 mg Dolore e Ileo 
GRADO    
I  + a ++                   0 0 
II + a +++ + + 
III ++ a +++ ++ a +++ ++ a +++ 
IV ++ a ++++ ++ a ++++ ++ a ++++ 
 
La prevenzione della GVHD è importante, perché la malattia di grado elevato è associata a 
una cattiva prognosi, nonostante il ricorso a strategie terapeutiche corrette. Una possibilità 
è di prolungare la condizione d’immunosoppressione delle cellule T del donatore, con la 
somministrazione di agenti quali la Ciclosporina e il Metotrexate.  Recentemente, è stata 
dimostrata l’efficacia del Micofenolato Mofetile e del Sirolimus. 
Un altro approccio interessante è la rimozione delle cellule T del donatore dall’inoculo, ex 
vivo, prima dell’infusione oppure in vivo, utilizzando anticorpi monoclonali o policlonali 
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(Globulina Antitimociti, ATG). Tuttavia, si è visto come la somministrazione di ATG 
contribuisca in maniera sostanziale al rischio di sviluppare Post Transplant 
Lymphoproliferative Disease. 
La GVHD cronica è un disordine immunoregolatorio, che presenta caratteristiche 
intermedie tra un disordine autoimmune e una sindrome da immunodeficienza.  Le 
manifestazioni cliniche possono interessare qualsiasi apparato, ma i più colpiti sono la pelle, 
le unghie, la bocca, gli occhi, i genitali femminili, il tratto gastrointestinale, il fegato, i 
muscoli e le articolazioni. La malattia può essere monosintomatica o paucisintomatica 
oppure sistemica. 
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CAPITOLO 3: LA RICOSTITUZIONE IMMUNOLOGICA 
DOPO TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI 
EMOPOIETICHE 
La profonda immunodepressione del periodo successivo al trapianto è seguita dalla ripresa 
della funzionalità del sistema immunitario. 
Il trapianto di cellule staminali è seguito da un periodo in cui il sistema immunitario si 
ricostituisce sia per un processo di espansione periferico dei precursori emopoietici maturi 
del donatore sia per espansione di progenitori immaturi che richiede anche un anno o più 
per essere completato [12], [13]. 
La ricostituzione immunologica delle differenti popolazioni linfocitarie e delle cellule 
presentanti l’antigene di origine mieloide deve essere considerata non solo dal punto di 
vista quantitativo, ma soprattutto qualitativo, in termine di sottoclassi funzionali. 
3.1 Fattori che influenzano la ricostituzione immunologica 
Nuovi approcci sono stati utilizzati per minimizzare il rigetto del trapianto, la tossicità del 
condizionamento, la gravità della GVHD e le infezioni. La somministrazione di agenti che 
determinano la deplezione delle cellule T, come ATG e Alemtuzumab (Campath®), ha 
determinato una riduzione dell’incidenza di GVHD e del rischio di rigetto, ma è stata 
associata a un ritardo nella ricostituzione immunologica.  
L’impiego di regimi non mielo-ablativi ha ridotto sicuramente le complicanze legate al 
condizionamento, ma nonostante un minor grado di mielosoppressione, il grado di 
linfodeplezione sembra invariato, con periodi di prolungata immuno-incompetenza 
osservati in pazienti riceventi regimi mielo-ablativi e non. Con diversi meccanismi, 
entrambi i regimi causano una profonda deplezione delle cellule T, che devono ricostituirsi 
mediante i linfociti maturi e i progenitori linfoidi del donatore, contenuti nell’inoculo. 
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Molti fattori, legati al donatore e al ricevente, possono influenzare la ricostituzione 
immunologica. I principali fattori che influenzano la ricostituzione immunologica dopo 
trapianto di cellule staminali sono elencati nella tabella seguente (Tabella 4). 
TABELLA 4 FATTORI CHE INFLUENZANO LA RICOSTITUZIONE IMMUNOLOGICA 
Età e sesso del ricevente 
Patologia di base 
Tipo di donatore 
Sorgente di cellule staminali emopoietiche 
Intensità del regime di condizionamento 
Metodica di deplezione delle cellule T 
Prevenzione e trattamento della Graft Versus Host Disease 
Trattamenti post trapianto 
Complicanze infettive (EBV, CMV, Toxoplasma, Funghi) 
 
Il recupero quantitativo delle cellule del sistema immunitario avviene abbastanza 
precocemente, entro i primi sei mesi. Un tempo maggiore è, invece, necessario, per il 
recupero funzionale e per il raggiungimento di una completa immunocompetenza. 
La ricostituzione immunitaria post trapianto è stata estensivamente caratterizzata tramite 
studi sequenziali su campioni di sangue prelevati ai pazienti ad intervalli definiti dopo il 
trapianto. La valutazione della ricostituzione in tempi e modi diversi dai parametri attesi 
potrebbe rappresentare un segnale di alto rischio per l’insorgenza di complicanze infettive. 
3.2 Il recupero immunologico post trapianto: tipi cellulari 
I Neutrofili. Il valore assoluto dei neutrofili rimane sotto i 500/µL per 9-16 giorni e cresce 
rapidamente una volta avvenuto l’attecchimento. A seguito di un trapianto a regime non 
mieloablativo il periodo di neutropenia risulta notevolmente ridotto o assente grazie alla 
minore tossicità delle terapie. 
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I neutrofili attecchiti riacquistano la capacità di fagocitare e uccidere i batteri in tempi brevi 
e la loro capacità chemiotattica si normalizza nell’arco di 4 mesi dopo il trapianto se il 
paziente non sviluppa infezioni o GVHD. 
I Monociti. Anche i monociti, che costituiscono una prima linea di difesa contro le 
infezioni, recuperano rapidamente nei mesi successi al trapianto. La loro funzione 
fagocitaria e di cellule presentanti l’antigene viene rapidamente recuperata. I riceventi di 
cellule staminali allogeniche da sangue periferico, che recuperano una conta assoluta 
normale dei monociti entro un mese dal trapianto, sviluppano poche infezioni, anche se 
non hanno ancora recuperato del tutto la funzione neutrofila [14]. 
Le cellule Natural Killer. Le cellule Natural Killer, CD16+56+, sono le prime a 
ricostituirsi in tutte le tipologie di trapianto, usualmente entro 3 mesi. La loro maturazione 
avviene nel midollo osseo. Esse giocano un ruolo non solo nella ricostituzione immunitaria 
post trapianto, ma possono anche mediare il rigetto, essere coinvolte nelle reazioni della 
GVHD così come avere una funzione nel Graft Versus Leukemia Effect [15]. Il loro 
numero aumenta nei primi mesi, probabilmente perché esse assumono un ruolo 
preponderante nella difesa contro le infezioni [16]. 
I linfociti T. Durante il primo anno post trapianto il compartimento delle cellule T rimane 
profondamente deficitario sia dal punto di vista quantitativo che funzionale. Il recupero dei 
linfociti T citotossici CD8+ avviene precocemente, entro 3 mesi. I linfociti T CD4+ 
risultano ridotti anche oltre un anno dopo il trapianto. La funzionalità dei linfociti T viene 
recuperata dopo un anno o più, anche se la conta può, talvolta, rientrare precocemente nei 
valori di riferimento normali. 
Questo difetto funzionale potrebbe essere il responsabile dell’aumentata suscettibilità dei 
pazienti trapiantati alle infezioni virali, soprattutto alla riattivazione di virus della famiglia 
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degli Herpes come ad esempio CMV, HSV (Herpes Simplex Virus), EBV e VZV (Varicella 
Zoster Virus). 
Le cellule T di memoria sono le prime a ricostituirsi, dopo il trapianto di cellule staminali 
emopoietiche. Possono originare dal donatore, nel caso di un trapianto non T-depleto 
oppure possono derivare dall’espansione delle cellule T del ricevente, sopravvissute al 
regime di condizionamento. Esse rispondono rapidamente ai patogeni con cui l’individuo è 
venuto precedentemente in contatto, soprattutto CMV, HSV ed EBV ed entrano 
prontamente nei tessuti. Le risposte immuni, successivamente, necessitano di una 
ricostituzione anche del comparto T-naïve, in grado di rispondere a un numero maggiore di 
patogeni e agli antigeni tumorali. La ricostituzione di questo comparto è un processo che 
necessita la presenza di un timo funzionale, per il recupero di una completa ontogenesi 
delle cellule T.   
I linfociti B. Rappresentano la componente cellulare fondamentale della risposta umorale 
e producono gli anticorpi. La loro normalizzazione avviene a un anno dal trapianto. La 
capacità delle cellule B di produrre anticorpi è legata alla cooperazione con i linfociti T, per 
cui si è ipotizzato che i tempi di ricostituzione dei linfociti B siano paralleli a quelli dei CD4 
T helper. Sebbene questo sia vero è stato osservato che esiste anche un deficit intrinseco 
del compartimento cellulare B dopo trapianto [17]. 
La velocità di recupero post trapianto delle cellule B, in assenza di GVHD cronica, è 
pressoché la stessa in pazienti adulti e pediatrici, mentre l’insorgenza della GVHD cronica 
ritarda il recupero delle cellule B sia nei riceventi adulti sia nei pediatrici i quali richiedono 
circa 18 mesi per raggiungere i valori minimi dei valori di riferimento della popolazione 
generale. 
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Le immunoglobuline. Le immunoglobuline specifiche per gli antigeni incontrati dopo il 
trapianto, es CMV, si ricostituiscono dopo un anno. Gli altri anticorpi continuano a 
diminuire. Dopo il trapianto, occorre eseguire le vaccinazioni raccomandate, secondo uno 
schema stabilito a livello internazionale.  
 
Lo studio della cinetica di ricostituzione delle sottopopolazioni linfocitarie è un importante 
ausilio per il monitoraggio della competenza del sistema immunitario e della capacità di 
questo di fronteggiare le infezioni, che sono tra i principali determinanti della morbilità e 
mortalità del periodo successivo al trapianto [18]. 
Nella Figura 8, è schematicamente rappresentata la ricostituzione immunologica delle varie 
componenti del sistema immunitario, durante il primo anno dopo il trapianto. 
I dati sulla ricostituzione immunologica post trapianto nei pazienti pediatrici sono pochi e 
sono necessari ulteriori approfondimenti. 
 
FIGURA 8 RICOSTITUZIONE IMMUNOLOGICA DEI DIVERSI COMPONENTI CELLULARI DEL 
SISTEMA IMMUNITARIO DOPO TRAPIANTO 
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CAPITOLO 4: L’INFEZIONE DA VIRUS DI EPSTEIN-BARR 
E LA SUA RIATTIVAZIONE DOPO TRAPIANTO DI 
CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE 
4.1 Il Virus di Epstein-Barr e le forme cliniche dell’infezione primaria 
Il Virus di Epstein-Barr è un Herpes Virus Gamma a DNA, di tipo latente, che replica 
nell’epitelio squamoso dell’orofaringe, della 
cervice uterina e del tratto genitale maschile 
(Figura 9). 
Circa il 90% degli individui sono stati infettati 
da EBV, nella prima decade di vita. Il virus 
libero può essere ritrovato nella saliva della 
totalità degli individui sani sieropositivi. Il virus è linfotropico per i linfociti B. 
Esso ha capacità trasformanti la crescita delle cellule infettate in vitro e potenziale 
oncogenico in vivo. 
A seguito dell’infezione primaria, si stabilisce una latenza, che dura per tutta la vita, nel 
compartimento delle cellule B di memoria.  
La crescita delle cellule B, trasformate dall’EBV, negli individui sani, è impedita dalla 
risposta immunitaria cellulo-mediata, costituita dai linfociti T citotossici e dalle cellule 
attivate dalle linfochine (LAK cells, Lymphokine Activated Killer cells), che, se 
adeguatamente stimolate, possono indurre la morte nelle cellule infettate. La difesa più 
importante coinvolge i linfociti T citotossici specifici CD8+, che riconoscono gli epitopi 
virali presentati dalle molecole MHC di classe I, sulla superficie delle cellule B infettate. In 
tal modo, si mantiene l’equilibrio asintomatico tra virus e ospite [19]. 
FIGURA 9 VIRUS DI EPSTEIN-BARR 
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Il ciclo del Virus di Epstein-Barr è caratterizzato da una continua interazione con il sistema 
immunitario dell’ospite.  Per sopravvivere e stabilire la condizione di latenza nelle cellule B 
di memoria, in quasi la totalità della popolazione adulta, il virus ha sviluppato delle 
differenti strategie per eludere il sistema immunitario [20]. 
EBV è un virus altamente immunogenico, che scatena una potente risposta, sviluppata 
durante la prima infezione, che confina il virus in uno stato latente e immunologicamente 
silente. 
La mononucleosi è una delle forme cliniche, autolimitanti, che si sviluppano in seguito al 
contatto con il virus. Seppure benigna, tale patologia lascia delle tracce indelebili, quali la 
presenza di cellule T specifiche contro il virus, con particolari caratteristiche, come la bassa 
responsività all’IL-15 e la maggiore suscettibilità allo sviluppo di linfomi, sebbene 
un’associazione causativa chiara deve essere ancora stabilita con ulteriori studi. 
Anche se l’infezione è stata asintomatica, il virus persiste ugualmente nelle cellule, 
attraverso l’ipoespressione delle proteine latenti più immunogeniche. Nelle cellule B di 
memoria, il virus può essere completamente silente, oppure può circoscrivere l’espressione 
genetica alle sole proteine LMP-2 ed EBNA1. Quest’ultima proteina è essenziale per il 
mantenimento della forma episomiale del virus nelle cellule proliferanti ed è scarsamente 
riconosciuta dai linfociti CD8+. Il rilascio dei virioni nella saliva, che rappresenta il 
marcatore per individuare gli individui positivi all’EBV, è mantenuto a livelli bassi 
dall’azione di un alto numero di linfociti T citotossici, specifici per gli antigeni del ciclo 
litico. Al contrario, nella mononucleosi, il relativo esiguo numero di linfociti T citotossici, 
caratteristico dell’infezione primaria, permette un rilascio notevole di virioni nella cavità 
orofaringea. 
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A livello sistemico, la riattivazione del ciclo litico e dell’infezione latente trasformante la 
crescita cellulare è sotto il controllo dei linfociti T citotossici specifici. Il controllo 
immunitario, esercitato da queste cellule effettrici, è tale, che l’espressione del potenziale 
oncogenico del virus è possibile solo quando coesista un deficit del sistema immunitario 
dell’ospite. 
Ciò è evidente nello sviluppo dei Disordini Linfoproliferativi Post Trapianto, in cui il 
deficit iatrogeno della risposta cellulare, dovuto al regime immunosoppressivo, favorisce 
l’espansione delle cellule B, rese immortali dall’EBV. 
4.2 L’infezione o riattivazione di Epstein-Barr Virus dopo il trapianto di cellule 
staminali emopoietiche 
L’infezione primaria da EBV avviene sempre nei pazienti sieronegativi riceventi un 
trapianto di cellule staminali emopoietiche da un donatore sieropositivo per EBV. Il tempo 
medio di esordio clinico è di sei settimane. Ci può essere anche una reinfezione, nei 
pazienti già sieropositivi, oppure una riattivazione del virus, rimasto latente nelle cellule B 
di memoria e sfuggito alla sorveglianza immunitaria a causa dell’immunosoppressione post 
trapianto. 
RIATTIVAZIONE DI EBV E DISORDINI 
LINFOPROLIFERATIVI EBV-CORRELATI  
4.3 Definizione 
I disordini linfoproliferativi post trapianto, PTLD, correlati all’infezione da Epstein-Barr 
Virus, sono un’importante complicanza, nei riceventi un trapianto di cellule staminali 
emopoietiche [21]. Essi rappresentano delle entità nosologiche rare, dalle caratteristiche 
assimilabili a una neoplasia del sistema immunitario.  
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Tali disordini sono caratterizzati da una proliferazione incontrollata di cellule della linea 
linfoide, tipicamente di tipo B e raramente non appartenenti a tale linea, in una situazione 
d’immunosoppressione post trapianto. [22] Le cellule B, già infettate in modo latente da 
EBV, sfuggono alla sorveglianza del sistema immunitario e iniziano a proliferare in modo 
policlonale, diventando cellule linfoblastoidi, immortalizzate [23]. 
I disordini linfoproliferativi post trapianto coinvolgono le cellule B del donatore, quando 
l’immunità EBV specifica non è stata ancora ricostituita. 
Lo studio di questi disordini abbraccia in modo trasversale i campi della trapiantologia, 
dell’immunologia, dell’oncologia e della virologia.  
Negli ultimi anni, sono stati compiuti molti tentativi per la prevenzione e il trattamento di 
questa patologia a esito quasi invariabilmente fatale e tuttora poco compresa nelle sue 
caratteristiche. 
I dati esistenti al momento sono largamente basati su serie limitate di casi, provenienti da 
singoli centri.  
Si rende assolutamente necessaria l’impostazione di uno studio multicentrico e 
randomizzato, per stabilire un protocollo preventivo e terapeutico, che migliori in modo 
definitivo l’esito di tale patologia. 
4.4 Epidemiologia 
L’incidenza dei disordini linfoproliferativi post trapianto di cellule staminali emopoietiche è 
<1%, nel caso di trapianti non depleti delle T cellule da donatore consanguineo identico, 
fino al 30% per trapianti da donatore non consanguineo, dopo deplezione di cellule T 
oppure per la presenza di ulteriori fattori di rischio che verranno esaminati in seguito [24]. 
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Sono stati riportati in letteratura rari casi di PTLD, insorto dopo trapianto autologo di 
cellule staminali,  dopo selezione di cellule CD34+, quindi dopo manipolazione cellulare 
del trapianto, soprattutto per trapianti eseguiti per la terapia di malattie autoimmuni severe 
[25]. 
La maggior incidenza si ha nel primo anno dopo il trapianto, con un picco intorno al terzo 
mese [26]. Vi è una scarsa frequenza del PTLD come complicanza tardiva, a più di un anno 
dal trapianto. 
Uno studio ha riportato un incremento nell’incidenza totale dei disordini linfoproliferativi 
post trapianto dallo 0.7% nel periodo 1965-1988 all’1.9% dal 1988 al 1990 [27]. 
4.5 Eziologia e Patogenesi 
La maggior parte, ma non tutti i casi di disordini linfoproliferativi post trapianto hanno una 
decisiva correlazione con il virus di Epstein-Barr. 
Nel trapianto di cellule staminali emopoietiche, le cellule B anormali, che determinano il 
disordine linfoproliferativo nel ricevente, sono provenienti dal donatore, mentre per i 
trapianti di organi solidi la patologia origina dalle cellule B del ricevente. La crescita maligna 
delle cellule B EBV-positive è favorita dal disequilibrio tra le cellule B infettate e le cellule T 
specifiche contro EBV. 
Considerato ciò, tutti i PTLD dovrebbero risultare dalla proliferazione delle cellule B, 
secondaria a un’infezione da EBV. Tuttavia, sono stati riportati anche casi di PTLD con 
cellule T o cellule Natural Killer. 
Nella maggioranza dei casi, i disordini linfoproliferativi EBV-correlati sono associati con 
una latenza di tipo III del virus EBV, che è caratterizzata dall’espressione di un’intera serie 
di geni di latenza, come EBNA 1, 2, 3A, 3B, 3C, LP, LMP1, LMP2, i trascritti BamHI, gli 
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RNA poliadenilati, EBER1 e 2. Tale pattern di espressione genica è presente anche nelle 
linee cellulari linfoblastoidi di tipo B, che possono essere prontamente preparate a partire 
dalle cellule infettate in vitro con EBV e sono uno strumento fondamentale per la 
creazione di linfociti T citotossici EBV-specifici, per la profilassi e la terapia di PTLD dopo 
trapianto di cellule staminali emopoietiche [28]. 
Infatti, sebbene il virus di Epstein-Barr possa esprimere fino a un centinaio di geni, nella 
situazione post trapianto, sono espressi solo una decina di geni. Il genoma di Epstein-Barr 
Virus adotta una configurazione episomiale. I geni BCRF1 e BARF1 aggirano 
l’individuazione del virus da parte del sistema immunitario.  
Vari studi hanno analizzato il ruolo degli oncogeni come cofattori nella patogenesi di 
PTLD: mutazioni di BCL-6 sono state ritrovate in un’elevata percentuale di pazienti 
sottoposti a trapianto, soprattutto nei casi più aggressivi di PTLD. La presenza di tali 
mutazioni è predittiva di una scarsa risposta alla terapia consistente nella riduzione del 
regime immunosoppressivo. In alcuni casi di PTLD, è stata rilevata un’instabilità genomica 
associata con un fenotipo mutatore. 
LMP1 e LMP2 potrebbero agire come oncogeni, permettendo alle cellule B di sfuggire alla 
morte cellulare e di proliferare in modo non controllato.  
Si possono riscontrare dei polimorfismi anche nelle citochine anti-infiammatorie IL-10 e 
TGF-beta, associabili a una certa suscettibilità allo sviluppo del disordine linfoproliferativo, 
suggerendo che un disequilibrio tra il sistema citochinico pro-infiammatorio e il sistema 
citochinico anti-infiammatorio giochi un ruolo nella patogenesi della malattia. Tale dato è 
associato soprattutto ai trapianti di organi solidi, ma potrebbe essere analizzato anche 
nell’ambito ematologico [29]. 
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L’eterogeneità istopatologica dei disordini linfoproliferativi post trapianto permette la 
distinzione in 3 categorie principali:  lesioni precoci, comprendenti iperplasia plasmocitica 
reattiva e forme simil-mononucleosiche; PTLD polimorfici, PTLD monomorfici, che 
includono linfomi, lesioni simil-plasmocitomiche e rari casi di lesioni simil-linfoma di 
Hodgkin [30]. 
La maggior parte dei linfomi è del tipo a grandi cellule diffusi. Raramente, sono stati anche 
riscontrati linfomi simil-Burkitt, mielomi e linfomi a cellule T. 
L’iperplasia benigna e la mononucleosi sono le forme più lievi, caratterizzate dal 
mantenimento dell’architettura nodale; il linfoma maligno, lesione monomorfica, con tutte 
le caratteristiche di malignità rappresenta la forma più severa; nelle categorie intermedie 
sono compresi dei disturbi polimorfici o policlonali, con distruzione dell’architettura nodale 
e invasione locale. 
Per quel che riguarda le forme benigne, i pazienti possono sviluppare una mononucleosi 
non complicata oppure un’iperplasia B policlonale polimorfica. Entrambe le forme sono 
dovute a una replicazione virale continua. 
Queste forme benigne possono risolversi spontaneamente, se la risposta dell’ospite al virus 
è adeguata, o rispondere alla terapia antivirale che interrompe il ciclo replicativo dell’EBV. 
In alcuni pazienti, queste forme benigne possono progredire verso forme a gravità 
intermedia, nelle quali una piccola sottopopolazione di cellule maligne trasformate è 
presente in una sede di proliferazione prevalentemente policlonale. Questo secondo evento 
può essere provocato da una causa citogenetica o da una selezione che conferisce un 
potenziale di crescita maligno ad alcune cellule B infettate. 
In altri pazienti, il clone cellulare maligno può diventare da subito il tipo cellulare 
dominante, portando allo sviluppo di un franco linfoma. 
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FATTORI DI RISCHIO  
Per la infezione/riattivazione di EBV dopo trapianto di cellule staminali emopoietiche e 
per lo sviluppo dei disordini linfoproliferativi post trapianto, spesso concorrono, in modo 
sinergico, più fattori di rischio [25]. 
4.6 Fattori di rischio demografici 
La prevalenza della riattivazione di EBV dopo trapianto e dei disordini linfoproliferativi 
post trapianto è più elevata nei pazienti in età pediatrica, ovvero tra 0 e 18 anni [31]. Il 
Rischio Relativo (RR) in questo gruppo è 2.8, confrontato con i riceventi adulti. Tali dati si 
riferiscono a trapianti sia di organi solidi sia di cellule staminali emopoietiche [32]. 
Alcuni lavori riportano che la prevalenza sembra essere perfino più elevata nei pazienti di 
età inferiore ai cinque anni. 
L’età non sembra essere un fattore di rischio indipendente, ma potrebbe dipendere dalla 
più alta probabilità che l’individuo più giovane sia sieronegativo per il Virus di Epstein-
Barr, al momento del trapianto. 
Per quanto riguarda l’etnia, dai dati provenienti da alcuni registri trapiantologici, si desume 
che il rischio è maggiore per i bambini caucasici [32]. 
4.7 Fattori di rischio infettivi 
Uno dei fattori di rischio predominanti è la discordanza tra gli stati sierologici del donatore 
e del ricevente, qualora il ricevente sia sieronegativo per Epstein-Barr Virus e il donatore sia 
sieropositivo per il virus o viceversa. 
Anche la concomitante infezione con il Citomegalovirus sembra aumentare il rischio di 
sviluppo di una viremia da EBV e di un disordine linfoproliferativo post trapianto, 
soprattutto per l’esistenza di un diverso stato sierologico tra donatore e ricevente [33]. 
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4.8 Tecnica del trapianto e terapia immunosoppressiva 
Come risultato di una più accurata tipizzazione HLA, della possibilità di eseguire una 
deplezione delle cellule T, grazie al miglioramento delle tecniche di manipolazione delle 
cellule emopoietiche, sia in vitro sia in vivo, e grazie anche ai progressi delle terapie di 
supporto, sono sempre più frequenti i trapianti di cellule staminali emopoietiche da 
donatore non consanguineo o consanguineo non perfettamente combinato: attualmente 
rappresentano circa il 70% di tutti i trapianti di cellule staminali emopoietiche in età 
pediatrica. 
Inevitabilmente, questo tipo di trapianto è caratterizzato da una terapia immunosoppressiva 
più potente e da un prolungato periodo d’incompetenza immunitaria post trapianto. Questa 
mancanza d’immuno-sorveglianza determina una maggiore frequenza, durata e severità di 
riattivazioni di Human Herpes Virus, Adenovirus ed Epstein-Barr Virus. 
I fattori di rischio per la riattivazione di EBV e per il conseguente disordine 
linfoproliferativo includono l’uso di donatori non consanguinei e non combinati, la 
deplezione delle cellule T, in vitro o in vivo, per la profilassi o la terapia di una GVHD 
(soprattutto mediante l’impiego della  globulina anti-timociti, ATG) e un trapianto non 
ablativo [34] . Anche la manipolazione del trapianto per la selezione delle cellule CD34+ 
(marcatore delle cellule staminali emopoietiche) potrebbe rappresentare un fattore di 
rischio per lo sviluppo di complicanze EBV correlate, ma i dati risultano discordanti [24]. 
Infatti, l’utilizzo di tale tecnica determina una deplezione anche delle cellule B, perciò si 
dovrebbe avere una riduzione del rischio di sviluppo della patologia linfoproliferativa. 
La non perfetta combinazione tra i profili HLA del donatore e del ricevente determina un 
aumentato rischio per lo sviluppo del PTLD, ma ciò è probabilmente dovuto all’uso 
frequente della deplezione T cellulare nei trapianti di questo tipo. 
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Un altro fattore predisponente per il PTLD è lo stato non ottimale del sistema immunitario 
ed in particolare del sistema cellulare T, prima del trapianto, dovuto a precedenti 
chemioterapie o irradiazioni o a condizioni patologiche particolari [24].  
I riceventi un trapianto di cellule staminali emopoietiche vengono sottoposti a terapie 
immunosoppressive aggressive, per la prevenzione del rigetto delle cellule staminali del 
donatore. La correlazione tra  l’intensità del regime immunosoppressivo e il rischio di 
sviluppo di un disordine linfoproliferativo post trapianto è stata chiaramente stabilita: i 
pazienti che effettuano un’immunosoppressione più intensa sono ad alto rischio [35]. 
Il PTLD è raro dopo un trapianto con regime di condizionamento convenzionale e senza 
deplezione dei linfociti T, da donatore consanguineo combinato (incidenza <1%): ciò 
riflette la rapida ricostituzione dell’immunità T cellulare specifica per EBV, che deriva dal 
donatore. 
La deplezione T con ATG, Muromonab-CD3 e anticorpi anti CD5 predispone ad un 
maggior rischio ed è associata a un’incidenza dell’11-26% [35]. 
Il rischio di PTLD diminuisce quando, dal trapianto, siano state deplete sia le cellule T sia 
le cellule B, per esempio con il farmaco Campath, o Alemtuzumab, anticorpo monoclonale 
anti CD52. 
Questo conferma l’ipotesi patogenetica di un disequilibrio tra le cellule B infettate da EBV 
e le cellule T specifiche contro il virus.  
Un altro fattore di rischio è rappresentato dai regimi di condizionamento che prevedono 
l’irradiazione [25]. 
La fonte di cellule staminali emopoietiche non influenza, in modo marcato, l’incidenza di 
PTLD, dopo un regime di condizionamento convenzionale. 
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Le cellule staminali del cordone ombelicale sono negative per EBV, perciò l’incidenza di 
PTLD è piuttosto bassa nei trapianti di questo tipo. Tuttavia, se viene utilizzato un regime 
di condizionamento non mieloablativo, il rischio sembra aumentare. I dati sono, però, 
discordanti. 
Un lavoro recente ha riportato i dati di un unico centro, relativi a trapianti da cordone 
ombelicale con regimi di condizionamento a intensità ridotta: l’incidenza di PTLD è stata 
pari al 7%. L’utilizzo del regime di condizionamento con ATG ha determinato l’aumento 
dell’incidenza fino al 17% [36].  
Alcune condizioni congenite, trattate con il trapianto di cellule staminali emopoietiche, 
come le immunodeficienze primarie, costituiscono un altro fattore di rischio, come anche le 
patologie di tipo autoimmune. In questi casi, il tasso di disordini linfoproliferativi post 
trapianto sembra essere maggiore [25]. 
UTILIZZO DEL CONDIZIONAMENTO A INTENSITA’ RIDOTTA 
Negli ultimi tempi, si è avuto un cambiamento nelle opinioni riguardanti i regimi di 
condizionamento e si è dimostrato che, anche non utilizzando regimi intensi mieloablativi, 
si riesce comunque a ottenere un trapianto mieloide e linfoide, con riduzione della tossicità 
a breve e a lungo termine. Molti regimi sono basati sull’induzione di una profonda 
immunodepressione e la maggior parte di essi include una linfodeplezione con Fludarabina, 
combinata con dosi non mieloablative di farmaci citotossici o irradiazione.  Un effetto della 
profonda immunodepressione e della linfopenia prolungata è sicuramente un maggior tasso 
di riattivazione virale. 
I dati riguardanti i trapianti con regimi immunosoppressivi a intensità ridotta mostrano 
come l’incidenza di riattivazione virale e di PTLD sia maggiore in questi casi rispetto ai 
trapianti effettuati con regimi mieloablativi. 
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Vari studi suggeriscono come l’utilizzo di un regime a bassa intensità determini anche un 
ritardo nella ricostituzione del pool linfocitario T, rispetto ai regimi convenzionali 
mieloablativi e questa potrebbe essere la ragione dell’aumento dell’incidenza di riattivazioni 
di EBV e di PTLD. 
ASPETTI DIAGNOSTICI 
La diagnosi di PTLD, spesso, può essere complicata. Nella Tabella 5, sono mostrati i 
principali aspetti che vengono primariamente indagati quando si voglia individuare una 
popolazione a rischio, nel pretrapianto o quando vi sia il sospetto di patologia nel post 
trapianto. 
Tabella 5 Monitoraggio per PTLD EBV correlato dei pazienti sottoposti a trapianto 
4.9 Aspetti clinici 
La sintomatologia dei disordini linfoproliferativi post trapianto può essere variegata, 
multipla e complessa. Nella maggior parte dei pazienti, i sintomi precoci sono aspecifici. È, 
pertanto, raccomandato di mantenere un elevato indice di sospetto clinico per i PTLD, nei 
pazienti sottoposti a trapianto, considerata anche la loro prognosi: i disordini 
linfoproliferativi post trapianto che non sono trattati hanno un tasso di mortalità molto 
alto, superiore al 90%. 
 VALUTAZIONE 
SINTOMI CLINICI 
SIEROLOGIA DI 
RICEVENTE E 
DONATORE 
PCR QUANTITATIVA 
PER IL DNA VIRALE 
PRE-TRAPIANTO Utile, si può posporre il 
trapianto 
Utile nello stabilire il 
rischio di riattivazione 
Può essere utile in casi 
specifici 
POST 
TRAPIANTO 
Generalmente non utile, 
troppo aspecifica, non 
precoce  
Non utile Utile se correttamente 
eseguita e standardizzata 
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Lo spettro di patologie varia da forme indolenti autolimitanti di linfoproliferazione a quadri 
fulminanti. 
Clinicamente, i disordini linfoproliferativi post trapianto possono essere classificati come 
localizzati o disseminati, linfoadenopatici o linfomatosi, secondo la classificazione di 
Pittsburgh [35]. 
Il PTLD si può presentare con uno spettro variabile di sintomi, come febbre, aumento di 
volume delle tonsille, linfadenopatia, epato-splenomegalia, ostruzione intestinale e altre 
manifestazioni addominali, sintomi respiratori dovuti a una compressione delle vie aeree o 
a una loro infiltrazione e sintomi aspecifici come sudorazioni e perdita di peso. 
La più comune presentazione è una tumefazione linfonodale a esordio improvviso, che può 
interessare le stazioni linfonodali superficiali, come i linfonodi cervicali, o interne, come i 
linfonodi addominali. 
I sintomi sono correlati spesso agli effetti secondari del tumore, come dolore addominale, 
difficoltà respiratoria e crisi epilettiche.  
Una percentuale variabile di casi, intorno al 10%, ha un coinvolgimento del sistema 
nervoso centrale e del midollo osseo, con citopenia in quest’ultimo caso. 
I disordini linfoproliferativi post trapianto possono coinvolgere anche i polmoni, i reni, il 
fegato, il piccolo intestino e la milza. Potrebbero presentarsi come una febbre di origine 
sconosciuta oppure mimare i sintomi di un rigetto del trapianto, in particolare della forma 
tardiva di rigetto oppure di una GVHD. Spesso, una malattia diffusa è diagnosticata solo 
all’autopsia, in pazienti il cui decesso era stato attribuito a GVHD fulminante o a sepsi [28]. 
Il coinvolgimento isolato del sistema nervoso centrale è molto raro, di solito associato a 
trapianti di organi solidi, ma sono stati riportati in letteratura pochi casi anche dopo 
trapianto di cellule staminali emopoietiche. La carica virale nel sangue periferico, nei casi di 
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coinvolgimento isolato del SNC, non riflette l’elevata carica virale presente a tale livello 
[37]. 
L’interessamento polmonare in corso di PTLD, con infiltrazione e presenza di noduli, 
costituisce un quadro rapidamente progressivo e dagli esiti infausti, anche se trattato 
precocemente con la somministrazione di Rituximab. Spesso, l’esito è peggiorato da una 
sovra infezione oppure da un’intercorrente GVHD. Le polmoniti fatali si sono verificate in 
alcuni casi in seguito all’infusione di linfociti provenienti dal donatore. [33]. 
4.10 Sierologia 
Per la determinazione d’infezioni recenti, primarie o secondarie, da virus EBV o CMV, 
devono essere eseguiti dei test sierologici, come la ricerca di immunoglobuline IgG e IgM 
specifiche. La sierologia, tuttavia, è più utile nella determinazione dello stato di portatore 
EBV, sia nel donatore sia nel ricevente.  
4.11 Quantificazione della carica virale di EBV mediante PCR: ruolo diagnostico 
Nel tentativo di facilitare la diagnosi e le decisioni cliniche, per impostare opportuni iter 
terapeutici, molti studiosi hanno definito dei metodi per l’identificazione precoce della 
malattia nei pazienti ad alto rischio per questo disordine. 
Uno strumento eccezionale è sicuramente la PCR quantitativa e semiquantitativa, per 
individuare il DNA virale dell’EBV presente nei linfociti del sangue periferico. Tale tecnica 
misura il DNA nel sangue, che può essere sia legato alle membrane sia libero. La nuova 
introduzione della RT-PCR ha permesso una valutazione quantitativa della viremia sempre 
più accurata. 
L’aumento della carica virale può essere usato per differenziare tra un’infezione latente e un 
PTLD.  
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Nei pazienti pediatrici, il monitoraggio della carica virale è associato a elevata sensibilità, ma 
a bassa specificità. Molti pazienti pediatrici hanno delle cariche virali maggiori rispetto 
all’adulto, a causa dell’infezione primaria da EBV oppure per un cronico stato di elevata 
carica virale senza che vi sia associato un PTLD [38].  
Invece, alcuni studi hanno dimostrato che, nei riceventi adulti, il monitoraggio della carica 
virale è associato con un’alta specificità ma bassa sensibilità, esattamente l’opposto di quello 
che risulta nei pazienti pediatrici. Questo potrebbe essere correlato a una relativamente più 
elevata prevalenza dei PTLD non EBV correlati, di tipo T cellulare o a esordio tardivo nei 
pazienti adulti. 
4.12 Quantificazione della carica virale di EBV mediante PCR: ruolo predittivo 
Vari gruppi hanno analizzato il ruolo della viremia da EBV, come fattore predittivo per lo 
sviluppo di PTLD. Le copie di EBV-DNA, presenti nel sangue periferico dei pazienti 
sieropositivi sottoposti a trapianto, sono molto più numerose di quelle presenti negli 
individui sani sieropositivi per EBV e molto più elevate nei pazienti con PTLD, rispetto a 
quelli che non l’hanno sviluppato. 
Il riscontro di una viremia EBV elevata è frequente in coloro che presentano o 
presenteranno PTLD. 
In uno studio che ha coinvolto 150 pazienti, di cui 85 sottoposti a trapianto con deplezione 
delle cellule T, è stato definito che una carica virale >1000 copie/mL, ottenuta con una 
qPCR del gene BNRF1 presente nel plasma, ha un valore predittivo negativo pari al 100%, 
ovvero un paziente che ha una carica virale non elevata, avrà una bassissima probabilità di 
sviluppare PTLD, mentre il valore predittivo positivo si attesta intorno al 39%.[35] Il valore 
predittivo positivo aumenta all’aumentare del cut off della carica virale. 
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Questo e altri studi dimostrano come dopo un trapianto con deplezione di cellule T, il 
riscontro di una viremia con carica elevata sia predittivo di un aumentato rischio di 
sviluppare PTLD. 
A causa della grande variabilità dei metodi e dei campioni usati nei vari studi, è difficile 
definire quale sia la soglia di carica virale, che dovrebbe indurre a utilizzare un trattamento 
preventivo per il PTLD [39]. 
A oggi ancora non è stato possibile standardizzare il metodo di rilevamento del DNA di 
EBV, sebbene nel 2012 sia stato promulgato dall’Organizzazione Mondiale della Sanità un 
documento per l’introduzione di un metodo di misura standard, condiviso dai diversi 
centri. [40] 
Non è ancora stabilito quale sia il campione ideale e il materiale ottimale per l’analisi della 
carica virale di EBV. Il sangue periferico dovrebbe essere il materiale di scelta, secondo 
l’opinione di alcuni autori [40]. 
Sarebbe necessario uno studio multicentrico del monitoraggio prospettico della carica virale 
con la RT-PCR con metodo standardizzato e campioni standardizzati, per determinare la 
soglia ottimale predittiva dello sviluppo del disordine. 
L’associazione della viremia EBV con la conta dei linfociti T specifici per EBV potrebbe 
aumentarne il valore predittivo positivo. Una conta dei linfociti T particolarmente bassa è 
indicativa di aumentato rischio per PTLD. 
Allo stato attuale, la determinazione della carica virale di EBV avviene mediante una qPCR. 
Spesso, i vari centri utilizzano diverse unità di misura, diversi tipi di campioni e diversi 
metodi di rilevamento e ciò rende sicuramente difficile il confronto tra i diversi studi. 
I pazienti trapiantati, sieronegativi prima del trapianto, vanno spesso incontro all’infezione 
primaria da EBV nel periodo immediatamente successivo al trapianto, dalle cellule stesse 
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del donatore oppure dalle trasfusioni. L’infezione primaria è una condizione associata a 
elevata carica virale nel sangue periferico. 
Il monitoraggio della risposta linfocitica specifica è effettuato mediante il saggio di 
secrezione dell’interferone gamma usando una metodica di contrasto per le citochine 
intracellulari o saggi per i complessi tetramerici dei peptidi MHC di classe I. 
La misurazione delle cellule T specifiche per gli antigeni litici o di latenza di EBV attraverso 
l’analisi tetramerica nei campioni di sangue periferico dei pazienti ha dimostrato 
correlazione tra il deficitario recupero dell’immunità cellulare specifica dopo trapianto di 
cellule staminali emopoietiche e un aumento del rischio di riattivazione di EBV e PTLD. 
La determinazione di tali risposte cellulari è di facile esecuzione e potrebbe rappresentare 
uno strumento utile per individuare, tra i soggetti con carica virale elevata, coloro che sono 
potenzialmente a rischio di sviluppare PTLD [41]. 
Per i pazienti che non sono stati sottoposti a trapianto con deplezione delle cellule T, il 
monitoraggio della viremia EBV ha una valenza non ancora stabilita, perciò deve essere 
considerato il rapporto costo-beneficio di tale indagine [24]. 
4.13 Indagini di secondo livello 
Quando la diagnosi è stata posta, occorre eseguire delle indagini di secondo livello. 
Le indagini sono focalizzate su sintomi e segni e sulla caratterizzazione per imaging della 
massa, se localizzabile, e la determinazione della sua estensione, invasività e omogeneità. 
Possono essere impiegate l’ecotomografia, la tomografia computerizzata o la risonanza 
magnetica nucleare, a seconda dell’area da valutare. 
Per attestare l’eventuale coinvolgimento del midollo osseo, è necessario eseguire delle 
biopsie osteo-midollari. 
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Queste indagini devono essere ripetute anche dopo il trattamento, per stabilire la risposta a 
esso. 
APPROCCI TERAPEUTICI 
Non vi è un consenso uniforme riguardo al trattamento ottimale dei PTLD. La tabella 6 
riassume le terapie attualmente disponibili. 
TABELLA 6 OPZIONI TERAPEUTICHE PER LA CURA DEL DISORDINE 
LINFOPROLIFERATIVO POST TRAPIANTO 
Le strategie terapeutiche sono sicuramente più efficaci se introdotte precocemente nel 
corso di questa patologia rapidamente progressiva e prima dell’esordio dei sintomi clinici 
[25]. 
La malattia policlonale o oligoclonale è molto più sensibile alla terapia rispetto alla malattia 
monoclonale conclamata [42]. 
Le raccomandazioni per il trattamento potranno cambiare rapidamente, in previsione delle 
sempre migliori conoscenze che si acquisiranno sulla patogenesi della malattia. 
4.14 Rituximab 
Il Rituximab è un anticorpo monoclonale chimerico murino/umano anti CD20 con attività 
contro le cellule B sia normali sia trasformate, sia pre-B, sia mature [43]. Nel caso dei 
Bersaglio Agenti Risposta 
Cellule B Rituximab  Molto buona, soprattutto se usato precocemente  
Cellule T -Linfociti T citotossici EBV 
specifici 
Molto buona 
Terapia non sempre disponibile 
 -Immunosoppressione 
discontinua 
-Infusione di linfociti dal 
donatore 
Variabile, limitata dall’insorgenza di GVHD e della 
sindrome da distress respiratorio. 
Virus Farmaci antivirali Variabile, ma solitamente non sufficiente  
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disordini linfoproliferativi post trapianto, esso diminuisce drasticamente il numero delle 
cellule B, determinando una regressione del quadro di proliferazione incontrollata. 
Vari studi hanno stabilito l’efficacia del Rituximab sia nei PTLD in stadio iniziale sia nel 
PTLD in fase avanzata, con tassi di risposta tra il 69% e il 100%, e migliori esiti se la 
malattia era stata precocemente diagnosticata e il trattamento iniziato altrettanto presto.  
Il Rituximab ha una scarsa capacità di penetrare nel SNC e, dunque, una terapia aggiuntiva 
è necessaria per coloro che hanno un coinvolgimento a tale livello [43].  
I pazienti che sono sensibili alla terapia con Rituximab, rispondono immediatamente con 
un rapido miglioramento delle condizioni cliniche, mentre i pazienti non sensibili alla 
terapia non presentano alcun miglioramento. La risposta precoce al Rituximab, perciò, è 
predittiva della sua efficacia [43]. 
La presenza di malattia multifocale è un fattore predittivo di non responsività al 
trattamento con Rituximab.  
Sembra che il decremento rapido della carica virale nel plasma, all’inizio del trattamento 
con Rituximab, non sia un indice di buona risposta al trattamento, in quanto può 
comunque verificarsi una progressione della malattia [44]. Le cellule B tumorali si trovano  
in un compartimento diverso rispetto alle cellule B infettate del sangue periferico. Tali 
conclusioni sono state estrapolate dall’analisi dell’espressione degli antigeni di latenza di 
EBV nei linfociti B. 
Effetti avversi. Gli effetti avversi includono reazioni infusionali, esacerbazione 
dell’immunodeficienza per deplezione delle cellule B normali e, occasionalmente, una 
neutropenia a esordio ritardato. Il Rituximab, nei casi di elevata carica virale o massa di 
notevoli dimensioni, può determinare una sindrome da lisi tumorale e sindrome da rilascio 
di citochine [43]. Il farmaco potrebbe determinare anche una pneumopatia severa [26]. 
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In casi particolari, si può sviluppare una resistenza del PTLD al Rituximab, con comparsa 
di cellule CD19+ nel sangue periferico, mutanti di CD20, che hanno le caratteristiche di 
cellule tumorali, piuttosto che di cellule B non proliferanti. La condizione di resistenza 
prevede come terapia di salvataggio l’uso dei linfociti T citotossici specifici [45]. 
A oggi, non si conoscono le conseguenze biologiche e immunologiche dell’utilizzo del 
Rituximab durante la fase precoce di ricostituzione del sistema immunitario dopo trapianto 
di cellule staminali emopoietiche in età pediatrica.  
Indagini su pazienti affetti da linfoma, trattati con Rituximab, hanno mostrato una 
deplezione delle cellule B mature in associazione con una ipogammaglobulinemia della 
durata superiore ai sei mesi in un numero significativo di casi [46]. Sembra che il recupero 
dell’immunità cellulare, dopo l’utilizzo di Rituximab, possa avvenire anche in anni. 
Il Rituximab può danneggiare le complesse interazioni biologiche tra la linfopoiesi delle 
cellule B, il fattore di derivazione stromale 1 e la mielopoiesi: ciò potrebbe seriamente 
incidere sull’adeguata ricostituzione dell’immunità cellulare, dopo il trapianto di cellule 
staminali emopoietiche. La funzione biologica del CD20 non è stata ancora chiarita. 
4.15 Immunoterapia cellulare 
Intuitivamente, l’approccio più logico al trattamento di queste patologie dovrebbe essere la 
ricostituzione dell’immunità T cellulare EBV-specifica.  
L’espressione antigenica di proteine virali da parte delle cellule maligne costituisce un buon 
bersaglio per le strategie di immunoterapia [20]. 
Studi iniziali hanno utilizzato l’infusione di linfociti non manipolati del donatore. Tuttavia, 
quest’approccio era associato a un alto tasso di GVHD severa, data la frequente presenza di 
cellule T alloreattive. Per superare questo problema, vari gruppi hanno tentato l’uso di 
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linfociti T citotossici (CTL) EBV specifici policlonali, generati ex vivo dalla stimolazione 
ripetuta delle cellule T del donatore con linee cellulari linfoblastoidi da donatori 
sieropositivi per EBV. 
I linfociti T citotossici si sono dimostrati sicuri ed efficaci sia nella terapia preventiva sia 
nella terapia della malattia conclamata. L’incidenza di PTLD e la carica virale EBV 
mostrano una notevole e significativa riduzione in quasi tutti i pazienti, dopo l’infusione di 
CTL. Tra i differenti fattori, lo stato sierologico, il periodo di esordio e l’istopatologia del 
PTLD non influenzano apparentemente la risposta ai CTL.  
Il successo della terapia con i linfociti T citotossici è dovuta al fatto che i linfociti citotossici 
EBV specifici sono soprattutto i CD8+, il sottotipo che interviene nella rimozione delle 
cellule infettate da virus. Inoltre, essi sono policlonali e polispecifici e questo riduce il 
rischio di selezione di mutanti [45]. 
Una combinazione elevata HLA tra donatore e ricevente, che diminuisce le risposte anti-
donatore, e una grande percentuale di cellule CD4+ helper infuse correlano con un 
migliore esito clinico. Quest’ultimo aspetto è in linea con le strategie recenti 
dell’immunoterapia, indirizzate a unire, alla classica risposta CD8+ tumore-specifica, una 
concomitante risposta T cellulare CD4+ helper.  
Non è stata osservata insorgenza di GVHD, dato che  le cellule alloreattive vengono perse 
durante il processo di stimolazione.  
Il maggior svantaggio di quest’approccio è il tempo richiesto per generare i linfociti T 
citotossici, circa 8-10 settimane, i costi e la necessità di risorse adatte alla loro produzione. 
Inoltre, nei pazienti con PTLD conclamata, si possono verificare infiammazioni localizzate 
e necrosi nei siti della malattia, dopo l’infusione dei linfociti specifici. Casi di resistenza alla 
terapia con CTL sono stati riportati in letteratura. Nonostante gli effettori infusi derivino 
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da colture bulk, è possibile l’emergere di mutanti virali che vi sfuggono e tale evento è in 
linea con il concetto di immunoediting. 
Nonostante i CTL EBV specifici  siano molto meno alloreattivi rispetto ai linfociti non 
selezionati, vi è comunque un aspetto teorico, secondo cui, nel caso di riattivazione delle 
linee cellulari T dal donatore HLA aploidentico, il GVHD potrebbe insorgere quale 
conseguenza dell’infusione dei linfociti.[47] 
I disordini linfoproliferativi post trapianto nei pazienti sottoposti a trapianto di cellule 
emopoietiche di solito si sviluppano dalle cellule del donatore e, dunque, le cellule EBV-
specifiche citotossiche devono essere originate dal donatore. I linfociti T citotossici infusi 
trovano un ambiente favorevole alla loro espansione, come per esempio un sistema 
immunitario in attiva ricostituzione, senza competizione per le citochine omeostatiche e 
con ridotto numero di cellule immunosoppressive. Una persistenza lunga è un prerequisito 
affinchè sia la profilassi sia la terapia abbiano successo e la presenza dei CTL infusi deve 
essere dimostrata direttamente in vivo o in ex vivo in colture con la tecnica di marcatura 
genica per almeno 105 mesi [20]. 
Il problema della terapia immunosoppressiva è stato recentemente aggirato, per aumentare 
la persistenza dei CTL nell’ospite. I linfociti T sono stati modificati, senza effetti sulle loro 
caratteristiche fenotipiche e funzionali, in modo da renderli resistenti agli inibitori della 
calcineurina, come il tacrolimus, usati soprattutto nei trapianti di organi solidi. 
Per i pazienti con una grande massa tumorale, si devono fare delle considerazioni di 
sicurezza del trattamento, in quanto il forte attacco immunologico potrebbe essere 
distruttivo per i tessuti circostanti, fino a determinare una risposta infiammatoria  molto 
importante. 
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4.16 Sospensione della terapia immunosoppressiva 
Nel trapianto di cellule staminali emopoietiche, a differenza dei trapianti di organi solidi, la 
sospensione della terapia immunosoppressiva non sembra essere efficace come prima  linea 
di terapia, ma i dati sono contrastanti. Ciò è dovuto alla mancanza totale dell’immunità 
EBV specifica, nel momento in cui solitamente questa complicazione si presenta. 
È difficile stabilire un ruolo certo della sospensione o riduzione della terapia 
immunosoppressiva, in quanto, in quasi tutti gli studi, essa è sempre associata con un altro 
approccio terapeutico, quale, per esempio, il Rituximab [39]. 
Tuttavia, la sospensione dell’immunosoppressione potrebbe avere un ruolo nell’accelerare 
la ripresa della risposta T-cellulare  EBV-specifica e quindi per garantire una remissione 
durevole [48]. 
4.17 Chemioterapia standard 
Pochi studi sono stati condotti sull’efficacia dell’utilizzo della chemioterapia nei disordini 
linfoproliferativi post trapianto. La preoccupazione maggiore, relativa a tale approccio, è 
rappresentata dalla potenziale mielotossicità verso il trapianto, la gravità della quale dipende 
dall’intensità del regime chemioterapico e dai tempi di sviluppo della patologia nel post 
trapianto. Tali considerazioni hanno spinto comunque ad abbandonare tale linea 
terapeutica a favore di trattamenti meno tossici. 
4.18 Farmaci antivirali 
Il ruolo dei farmaci antivirali nel trattamento dei PTLD è controverso. Aciclovir e 
Ganciclovir sono efficaci contro la replicazione del virus, ma non contro l’infezione latente, 
che è la forma predominante che si rileva nei PTLD. 
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Tuttavia, un numero esiguo di virioni entra nel ciclo litico e i farmaci antivirali possono 
eliminarli efficacemente. Molti centri associano la terapia antivirale agli altri protocolli per 
eliminare qualsiasi virus in replicazione che possa essere presente. 
4.19 Altre terapie 
L’impiego dell’Interferone-alfa e delle immunoglobuline intravenose, nei disordini 
linfoproliferativi post trapianto di organo solido, ha dimostrato una certa efficacia nel 
determinare un recupero della funzione T cellulare, ma essi non sono stati estesamente 
utilizzati nei disordini linfoproliferativi post trapianto di cellule staminali emopoietiche e, 
perciò, non vi sono dati disponibili. 
STRATEGIE PREVENTIVE 
Da quando è stata definita la patogenesi dei PTLD, l’attenzione è stata dirottata sulle 
strategie di prevenzione di tali disordini, al fine di ridurne l’incidenza. 
Le strategie utilizzate per la prevenzione hanno come bersaglio l’infezione virale, con la 
chemioprofilassi con antivirali e l’uso di vaccini anti-EBV, la proliferazione delle cellule B, 
con l’utilizzo del Rituximab, e la ricostituzione dell’immunità cellulo-mediata, con 
l’immunoterapia con linfociti T citotossici EBV specifici. 
Un problema fondamentale della terapia preventiva è sicuramente quello di circoscrivere un 
gruppo di pazienti che hanno necessità di tale terapia, per evitare che essa venga 
somministrata anche a chi non ha un reale rischio di sviluppo della patologia. 
Immunizzazione 
Un vaccino anti EBV, costituito dalla glicoproteina 350, è in corso di sperimentazione. 
Negli adulti sani, il vaccino riduce l’infezione primaria sintomatica da EBV, ma ha poca 
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efficacia sulla sieroconversione. Il vaccino non è stato ancora somministrato a pazienti 
sottoposti a trapianto [34]. 
Chemioprofilassi  
Ganciclovir e Aciclovir sono due agenti antivirali che si sono dimostrati efficaci contro 
EBV e CMV. 
Sono necessari ulteriori studi per valutare l’efficacia di tali farmaci nel prevenire i disordini 
linfoproliferativi post trapianto di cellule staminali emopoietiche e per definire dei 
protocolli anche in età pediatrica, perché essi sono spesso usati in modo discontinuo e in 
base al parere dei singoli medici e in associazione con altri schemi terapeutici. 
4.20 Quando effettuare gli interventi preventivi? 
L’ipotesi che il monitoraggio e il rilevamento precoce della carica virale possa portare a un 
miglioramento clinico deve essere ancora confermata, ma molti contributi recenti hanno 
definito l’importanza di tale approccio. Wagner et al. hanno proposto che piuttosto che la 
terapia preventiva, sia la terapia tempestiva associata al monitoraggio della carica virale ad 
essere centrale nel miglioramento del quadro clinico e degli esiti [49]. 
Per individuare i pazienti che potrebbero beneficiare della terapia preventiva con 
Rituximab, alcuni autori suggeriscono di associare, alla misura della carica virale nel sangue 
periferico, anche una conta dei linfociti CD20+, insieme, ovviamente al monitoraggio 
clinico [26]. In tal modo, e utilizzando un cut off più elevato di carica virale di EBV, per 
iniziare il trattamento preventivo, si circoscrivono i pazienti da sottoporre a tale terapia, 
non scevra, come si è visto, da effetti collaterali anche a lungo termine. 
Rituximab è efficace se usato molto precocemente. Spesso, però, esso viene usato in via 
preventiva, anche se non ce ne sarebbe reale bisogno e inoltre si può sviluppare una 
resistenza a esso, da parte delle cellule B che diventano CD20-. 
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I livelli serici della chemochina CXCL13 per l’homing delle cellule B aumentano in modo 
significativo nei PTLD, rispetto alla sola riattivazione di EBV, secondo un recente studio. I 
livelli serici della chemochina correlano anche con la risposta al trattamento e potrebbero 
rappresentare un utile marcatore, se tali risultati saranno confermati in ulteriori studi [50].  
I limiti degli studi sulla viremia EBV post trapianto e sui disordini linfoproliferativi 
mediante q-PCR di EBV riguardano soprattutto la relativa bassa incidenza di PTLD, la 
presenza di casi non riportati o non riconosciuti, la presenza di bassi numeri in ogni studio, 
la variabilità tra i vari centri nella terapia e nella tipologia di pazienti, i cambiamenti 
tecnologici per il rilevamento della viremia, l’assenza di standardizzazione, la sensibilità 
variabile dei test, l’uso di campioni differenti di pazienti, l’evoluzione dei vari regimi e delle 
metodiche di trapianto. 
Nonostante i fattori che complicano l’organizzazione e la comparazione tra i vari studi, essi 
si sono rivelati fondamentali e hanno portato a comprendere molto sulla patologia, sulla 
sua incidenza e i fattori di rischio, ma è necessario compiere ulteriori passi avanti nella 
ricerca. 
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CAPITOLO 5: OBIETTIVI 
La prima parte del lavoro si pone come scopo quello di valutare, con un’analisi 
retrospettiva, l’infezione del Virus di Epstein-Barr nella popolazione oggetto dello studio, le 
caratteristiche dei trapianti dei pazienti andati incontro a infezione e i fattori di rischio ad 
essa correlati, la progressione verso il Disturbo Linfoproliferativo Post Trapianto e le 
strategie preventive e terapeutiche utilizzate.  
Questa prima parte del lavoro, è stata preceduta da una fase preliminare di raccolta e analisi 
dei dati riguardanti i pazienti pediatrici sottoposti a trapianto di cellule staminali 
emopoietiche presso il Centro di Oncoematologia Pediatrica di Pisa, dal Gennaio 2003 al 
Luglio 2013.  Tra questi, sono stati individuati i pazienti che sono andati incontro, nel 
periodo successivo al trapianto, a un’infezione o a una riattivazione del Virus di Epstein-
Barr.  È stato, dunque, creato un database dettagliato, completo di tutti i dati riguardanti la 
popolazione dei pazienti con infezione e riattivazione di EBV. 
La seconda parte del lavoro ha, come obiettivo, l’analisi della ricostituzione immunologica 
delle sottopopolazioni linfocitarie nel gruppo di pazienti selezionati e una correlazione tra 
essa e i tempi d’insorgenza della riattivazione di EBV.  
La fase di analisi si conclude con un confronto tra i dati raccolti con quelli esistenti a 
riguardo nella letteratura internazionale.  
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CAPITOLO 6: MATERIALI E METODI 
6.1 PAZIENTI 
Il Centro Trapianti Pediatrico è regolarmente riconosciuto e accreditato a livello regionale 
(Regione Toscana), nazionale (Centro Nazionale Trapianti, Gruppo Italiano Trapianto di 
Midollo Osseo, Associazione Italiana di Ematologia e Oncologia Pediatrica, Italian Bone 
Marrow Donor Registry) e internazionale (European Group for Blood and Marrow 
Transplantation). 
Dal 1991 al 2013 sono stati effettuati, presso il Centro Trapianti di Cellule Staminali 
Emopoietiche dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria di Pisa, complessivamente 772 
trapianti, di cui 325 su popolazione pediatrica, con un Overall Survival del 60%. 
Nel grafico, sono rappresentati i dati riguardanti le procedure effettuate presso il Centro, 
distinte in base al tipo di trapianto, autologo o allogenico, e al tipo di donatore. Di tutti i 
trapianti eseguiti, il 40 % è costituito da trapianti allogenici da donatore familiare, il 30 % da 
allogenici da donatore Unrelated e il 30 % da trapianti autologhi (Figura 10).   
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FIGURA 10 RAPPRESENTAZIONE 
DEI DATI TRAPIANTOLOGICI 
DEL CENTRO PER TIPOLOGIA DI 
TRAPIANTO, DAL 1991 AL 2012 
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Sono di seguito riportati i criteri d’inclusione applicati all’intera popolazione di pazienti 
sottoposti a trapianto, presso il Centro di Oncoematologia Pediatrica di Pisa. 
6.1.1 Criteri d’inclusione 
Sono stati considerati arruolabili, nello studio retrospettivo, i pazienti pediatrici, dunque, i 
pazienti con età inferiore ai 18 anni, affetti da patologie neoplastiche e non, che sono stati 
sottoposti a trapianto sia autologo sia allogenico, da donatore familiare, HLA identico o 
aploidentico, non familiare e da midollo osseo, sangue periferico o cordone. 
Sono stati presi in considerazione, per la valutazione dell’infezione da EBV, i pazienti 
sottoposti a trapianto dopo l’anno 2003, quando è stata introdotta la metodica di 
monitoraggio dell’EBV con la Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). 
Sono stati, perciò, valutati, i trapianti effettuati dal gennaio 2003 al luglio 2013, per un 
totale di 173 pazienti. 
6.1.2 Caratteristiche della popolazione 
Le principali caratteristiche analizzate in tutti i pazienti della popolazione studiata sono 
state: l’età, il sesso, la patologia di base, il tipo di trapianto e il donatore, la sorgente di 
cellule staminali emopoietiche, il regime di condizionamento utilizzato e l’eventuale T-
deplezione. 
Nella Tabella 7, alla pagina seguente, sono riportati i dati riguardanti i 173 pazienti che sono 
stati valutati nella nostra casistica. 
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TABELLA 7 RIASSUNTIVA DELLE CARATTERISTICHE DELL'INTERA POPOLAZIONE 
 
CARATTERISTICHE N° % 
Pazienti 173 100 
Età al trapianto 
Media 
Mediana 
 
10,15 anni 
10 anni 
 
Sesso   
Maschi 110 64% 
Femmine  63 36% 
Patologia di base   
Leucemia linfoblastica acuta 60 34,7% 
Leucemia mieloide acuta 44 25,5% 
Leucemia mieloide cronica 8 4,6% 
Linfoma non-Hodgkin 4 2,3% 
Linfoma di Hodgkin 8 4,6% 
Anemia aplastica 6 3,5% 
Neuroblastoma 11 6,4% 
Sarcomi ossei 17 9,8% 
Tumori solidi (Renale, SNC, Rinofaringe) 7 4% 
Altre patologie (RAEB, Talassemia, Neutropenia, 
MDS, leucodistrofia, Anemia di Fanconi) 
8 4,6% 
Trapianto   
Autologo 39 22,5% 
Allogenico 134 77,5% 
Matched Family Donor 37 21,3% 
Matched Unrelated Donor 84 48,8% 
Haploidentical Family Donor 13 7,4% 
Sorgente cellule staminali   
Midollo osseo 93 54% 
Sangue periferico 63 36,3% 
Cordone ombelicale 17 9,7% 
Regime di condizionamento   
Ablativo 157 91% 
A intensità ridotta 16 9,2% 
T-deplezione 83 48% 
Overall Survival 104 60% 
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Al termine della valutazione delle cartelle cliniche dei 173 pazienti della popolazione in 
esame, sono stati estratti i nominativi di coloro che erano andati incontro ad una infezione 
o riattivazione di EBV nel periodo successivo al trapianto, come testimoniato 
dall’elevazione della carica virale, registrata nel diario clinico. 
Per il gruppo di pazienti riattivati, si sono raccolte delle informazioni dettagliate ed è stato 
creato un database. 
La Tabella 8 elenca le variabili che sono state valutate nei pazienti con infezione o 
riattivazione da EBV. 
TABELLA 8 VARIABILI VALUTATE NEI PAZIENTI CON INFEZIONE DA EPSTEIN-BARR VIRUS 
VARIABILI RELATIVE 
AL PAZIENTE 
VARIABILI RELATIVE 
AL TRAPIANTO 
VARIABILI 
RIATTIVAZIONE DI 
EBV, PTLD E TERAPIE 
Nome Età al trapianto Infezione/riattivazione EBV 
Nazionalità Data del trapianto Numero di riattivazioni 
Data di nascita Tipo di trapianto Carica virale media EBV 
Sesso Sorgente cellule staminali Evento EBV: giorni dal 
trapianto 
Diagnosi % matching HLA Stato EBV del ricevente (IgG) 
Data diagnosi Regime di condizionamento Stato EBV del donatore (IgG) 
Event Free Survival Stato della malattia al trapianto Rituximab 
Overall survival Numero di trapianti Numero cicli Rituximab 
Deceduto Profilassi GVHD PTLD 
Causa di exitus GVHD Infezione/riattivazione CMV 
 Deplezione cellule T  
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6.1.3 Consenso informato-Comitato Etico 
I genitori dei piccoli pazienti, adeguatamente informati sui rischi e sui benefici del trapianto 
di cellule staminali emopoietiche, hanno sottoscritto il modulo del consenso informato. 
L’intera procedura trapiantologica è stata approvata dal Comitato Etico dell’Azienda 
Ospedaliero-Universitaria Pisana. 
6.2 METODOLOGIA DI LABORATORIO  
6.2.1 Il monitoraggio della viremia di Epstein-Barr Virus: protocollo operativo 
I pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali emopoietiche eseguono dei controlli 
ravvicinati e sistematici, per identificare eventuali infezioni o riattivazioni da agenti 
microbici, che possano compromettere lo stato di salute e l’evoluzione positiva della 
procedura trapiantologica. 
È fondamentale uniformare il comportamento degli operatori, relativamente al 
monitoraggio e alla terapia delle possibili infezioni a diversa eziologia, che possono 
complicare il decorso post trapianto, in modo da ridurne l’incidenza e assicurare una 
adeguata gestione,  in linea con quanto attualmente raccomandato in letteratura. 
Per la rilevazione di un’infezione o di una riattivazione da virus di Epstein-Barr, vengono 
effettuati periodici controlli della viremia, mediante Real-Time Polymerase Chain Reaction 
(RT-PCR) su sangue intero. 
I protocolli esistenti, utilizzati presso l’Unità Operativa di Oncoematologia Pediatrica di 
Pisa, suggeriscono di effettuare un controllo una volta a settimana per i primi tre mesi e di 
valutare segni e sintomi attribuibili all’infezione o alla progressione in Post Transplant 
Lymphoproliferative Disease, in modo da individuare precocemente i pazienti che sono 
andati incontro a tali complicanze. 
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I pazienti che presentino livelli aumentati di viremia devono essere sottoposti a un 
monitoraggio più frequente.  
Uno screening più lungo di tre mesi è raccomandato nei pazienti con GVHD cronica, nei 
pazienti sottoposti a trapianto aploidentico o in pazienti che abbiano presentato precedente 
riattivazione virale. 
6.2.2 PCR per la rilevazione del DNA di EBV 
La RT-PCR misura la fluorescenza di prodotti del DNA amplificati in un sistema a tubo 
chiuso. Tale sistema consente una semplice analisi produttiva ed è diventato il gold 
standard nei centri di trapianto. 
Il laboratorio di virologia dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana utilizza, dal 2010, 
un nuovo sistema integrato, Biomerieux, della Ditta Argene. 
Il kit EBV R-gene™ permette di quantificare, in modo simultaneo e in tempo reale, il 
genoma del virus, dopo l’estrazione del DNA virale. I campioni estratti possono essere 
amplificati sulle principali piattaforme RT-PCR usate nei laboratori. 
È possibile avviare contemporaneamente l’analisi dei campioni per altri virus. 
In particolare, il kit consente di misurare la carica virale dell’EBV nel sangue. Questa 
quantità di genoma EBV riflette il numero di virioni e/o il numero di linfociti B infettati 
dall’EBV, che proliferano nel sangue. 
Il range di quantificazione per EBV è lineare da 500 copie/mL a 107 copie/mL. I risultati 
sono espressi in numero di copie per mL di campione. I risultati sono convalidati grazie al 
controllo di estrazione, al controllo di sensibilità, al controllo di inibizione e ai controlli 
negativi forniti nel kit. 
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L’estrazione del DNA, nel nostro laboratorio, viene effettuata mediante il sistema MagNA 
Pure LC Instrument e il sistema QIAsymphony. 
L’amplificazione e la quantificazione in Real Time sono effettuate con il sistema Applied 
Biosystems®. 
La fase di amplificazione viene effettuata grazie a primer specifici che consentono di 
amplificare, con buon risultato, un frammento di 169 paia di basi del gene BXLF1, 
codificante per la timidina chinasi. 
Il sistema utilizzato presenta un’eccellente specificità e un’ottima sensibilità [51]. 
Fino al 2010, veniva utilizzato un diverso strumento, il LightCycler®, della Roche, il quale 
consentiva di effettuare sedute di RT-PCR on line. 
Il DNA è estratto dal sangue intero, entro 24 ore dal prelievo, in presenza di anticoagulante 
EDTA e, successivamente, 10 µl di DNA estratto vengono analizzati mediante RT-PCR. 
Nella nostra indagine, sono stati considerati significativi i valori di viremia EBV superiori a 
2000 copie/ml. 
6.2.3 Sierologia per Epstein-Barr Virus 
La rilevazione degli anticorpi anti-EBV viene effettuata, prima del trapianto, sia nel 
donatore, sia nel ricevente, per valutare lo stato di infezione in atto o pregressa.  
Come già spiegato nell’introduzione, il tipico test sierologico misura gli anticorpi delle 
immunoglobuline IgG e IgM, dirette contro i differenti componenti dell’EBV. Il complesso 
antigenico, denominato VCA (Viral Capsid Antigen), ha la funzione di identificare gli 
anticorpi prodotti generalmente nella fase acuta dell’infezione, laddove la proteina EBNA-1 
ha, invece, la funzione di identificare le IgG prodotte durante la fase di convalescenza. 
Le IgG appaiono alla presenza dell’antigene precoce D (EA-D) nella fase acuta e, 
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generalmente, scendono a livelli non rilevabili dopo un periodo che va dai 3 ai 6 mesi. In 
molte persone, il rilievo di anticorpi all’antigene precoce è segno di infezione in corso, ma 
nel 20-30% degli individui sani le IgG -EA-D rimangono rilevabili a vita. EA sale 
nuovamente con il riattivarsi dell’infezione. 
E’ stato anche dimostrato che gli anticorpi IgM per i componenti VCA dell’EBV tendono a 
rimanere presenti, dopo l’infezione, per diversi mesi, nel 5 -10% dei casi.  
Rilevazioni contemporanee di IgG del VCA, IgG dell’EBNA e IgM per l’EBV permettono 
di distinguere le diverse fasi dell’infezione causata dall’EBV, attraverso l’uso di un cut-off 
differente per l’interpretazione dei risultati dell’IgG per EBNA e IgM per EBV. 
Il laboratorio di Virologia dell’Azienda Ospedaliera Universitaria Pisana esegue il dosaggio 
degli anticorpi di Epstein-Barr Virus. La ditta che produce i kit utilizzati è la DiaSorin. 
DiaSorin offre una linea completa di test per l’EBV, basata su tecnologia ELISA e 
disponibile sui sistemi LIAISON®, saggi immunologici di chemioluminescenza. 
6.3 CARATTERISTICHE SPECIFICHE DELLA TERAPIA 
CON RITUXIMAB E PROTOCOLLI TERAPEUTICI USATI 
NEL CENTRO TRAPIANTI 
Esistono protocolli specifici per la terapia della riattivazione di Epstein-Barr Virus nel 
paziente trapiantato.  
Come discusso nell’introduzione, in letteratura, vi sono autorevoli studi che supportano 
l’utilizzo dell’anticorpo monoclonale anti-CD20, Rituximab, non solo per la terapia del 
Disordine Linfoproliferativo Post Trapianto, ma anche per la cosiddetta pre-emptive 
therapy, terapia preventiva.  Non vi sono, tuttavia, ancora elementi di certezza riguardanti il 
livello di viremia oltre il quale possa essere opportuno iniziare la terapia preventiva. Sarà 
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necessaria l’elaborazione di un protocollo operativo che definisca tale limite e che dia delle 
indicazioni precise sulla dose e i tempi della pre-emptive therapy. 
Attualmente, presso l’Unità Operativa di Oncoematologia Pediatrica di Pisa, si seguono 
queste linee di trattamento: si cerca di ridurre, ove possibile, la terapia immunosoppressiva; 
si somministra il Rituximab, 375 mg/mq una volta a settimana sino a riduzione o 
scomparsa delle copie di EBV nel sangue; si infondono linfociti EBV-specifici citotossici 
ove possibile. Deve essere effettuata, comunque, una valutazione del caso del singolo 
paziente con aumento della viremia di EBV, per prendere una decisione che tenga in conto 
lo stato di salute del paziente, i precedenti eventi di riattivazione, la sintomatologia 
eventuale. 
Nel caso di PTLD dovranno essere applicate le medesime misure terapeutiche. Qualora 
non vi fosse risposta, si deve valutare l’uso di un’eventuale chemioterapia. 
6.4 TERAPIA DI SUPPORTO 
Tutti i pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali emopoietiche presso l’Unità 
Operativa di Oncoematologia Pediatrica di Pisa, sono stati ricoverati presso il Centro 
Trapianti e tenuti in isolamento in camere a bassa carica microbica con filtri HEPA a 
pressione positiva. 
È stata intrapresa una profilassi antibatterica con ciprofloxacina per via orale, sostituita al 
giorno +30 dal trapianto, con trimetoprim-sulfametossazolo. Al primo episodio di 
neutropenia febbrile, ai pazienti è stata somministrata una terapia antibiotica endovenosa ad 
ampio spettro, prolungata di tre giorni dopo il raggiungimento di una conta assoluta di 
leucociti polimorfonucleati superiore a 500/mm3. 
È stata effettuata anche una profilassi antifungina con fluconazolo e una profilassi 
antivirale con Aciclovir. 
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Le documentate riattivazioni del citomegalovirus, con antigenemia pp65 positiva,  sono 
state trattate con dosi terapeutiche di Ganciclovir (5 mg/Kg/dose per 2 volte al giorno). 
6.5 METODICA DI RILEVAZIONE DELLE 
SOTTOPOPOLAZIONI LINFOCITARIE: ANALISI 
CITOMETRICA DI FLUSSO 
La citofluorimetria a flusso è una tecnica che permette la misurazione e la caratterizzazione 
di cellule sospese in un mezzo fluido. Permette una dettagliata analisi qualitativa e 
quantitativa in tempi molto rapidi (1000 cellule/secondo), con possibilità di analisi 
multiparametrica. 
La componente linfocitaria del sangue periferico può essere analizzata fenotipicamente 
attraverso l’uso di anticorpi monoclonali diretti verso marcatori di membrana, 
opportunamente coniugati con fluorocromi, e mediante l’analisi in citometria di flusso dei 
linfociti marcati. 
La misura quantitativa delle varie sottopopolazioni linfocitarie sul sangue periferico dei 
pazienti è stata effettuata tramite  il citofluorimetro FACScan (Becton Dickinson, Milano, 
Italia) e il software CellQuest (Becton Dickinson), presenti nel Laboratorio di 
Manipolazione e Criopreservazione Cellulare dell’U.O. di Medicina Trasfusionale e Biologia 
dei Trapianti dell’AOUP. 
Nella fase pre-analitica, 100 ml di sangue intero in EDTA sono stati incubati al buio per 15 
minuti con una combinazione di anticorpi monoclonali (10 ml per ciascuno Ab) diretti 
verso gli antigeni di superficie secondo pannelli predefiniti a tre colori. Dopo l’incubazione, 
gli eritrociti sono stati lisati mediante incubazione di 10 minuti con una soluzione di 
Cloruro di ammonio (AutolysePLUS BIOSOURCE) seguita da centrifugazione a 1200 rpm 
per 8 minuti. I pannelli di anticorpi includono anti-CD3 coniugato con FITC o PE (clone 
SK7), anti-CD4 coniugato con FITC (clone SK3), anti-CD8 coniugato con FITC (clone 
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SK1), anti-CD16-56 (cloni B73.1 e MY31), anti-CD19 coniugato con PE (clone 4G7), anti-
CD45 coniugato con PerCP (clone 2D1), anti-CD14 coniugato con PE (clone MфP9) tutti 
prodotti dalla Becton Dickinson (Milano, Italia) (Figura 11). 
 
FIGURA 11 PANNELLO DI LETTURA DELLA RILEVAZIONE CITOFLUORIMETRICA DELLE 
SOTTOPOPOLAZIONI LINFOCITARIE 
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La percentuale dei linfociti, determinata con questa procedura, è stata usata per calcolare il 
valore assoluto delle singole sottopopolazioni linfocitarie avvalendosi di un metodo a 
doppia piattaforma in cui la conta dei leucociti è stata effettuata tramite un contaglobuli 
CellDyn 3200 (Abbott).  
La misurazione quantitativa delle varie sottopopolazioni linfocitarie nel sangue periferico è 
stata eseguita usando un’analisi citofluorimetrica a tre colori, fluoresceina isotiocianato, 
picoeritrina, peridina-clorofilloproteina con FACScan cytometer. 
Sono stati analizzati: 
- linfociti T totali CD3+ 
- linfociti B CD19+ 
-linfociti T CD3+CD8+ citotossici 
-linfociti T CD3+CD4+ helper 
-cellule natural killer CD16+CD56+CD3- 
Una misurazione delle sottopopolazioni linfocitarie nel sangue periferico è stata eseguita 
nel periodo precedente il trapianto e nei mesi successivi. 
Fino al 2008, le rilevazioni delle sottopopolazioni linfocitarie venivano fatte a intervalli non 
regolari, mentre successivamente si è adottato un protocollo con misurazioni a intervalli 
regolari, suscettibili di variazioni in base a eventi particolari o alle condizioni del paziente 
stesso.  
Durante i primi tre mesi post trapianto, i pazienti vengono sottoposti a un prelievo 
settimanale di sangue periferico in EDTA, per i successivi tre mesi ad un prelievo due volte 
al mese, mensilmente fino ad un anno dal trapianto e infine ogni tre mesi fino a 2 anni dal 
trapianto. 
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6.6 ANALISI STATISTICA 
Le caratteristiche qualitative e i dati statistici descrittivi della popolazione di pazienti presa 
in esame sono stati valutati in termini di frequenza assoluta e di percentuali. 
Per studiare i fattori di rischio associati alla riattivazione di EBV, sono stati applicati test del 
Χ2, per le variabili discrete e un’ANOVA one-way, per le variabili continue ed è stata 
effettuata una Regressione Logistica, per l’analisi multivariata. 
Un valore di “p”<0,05 è stato considerato significativo in tutte le valutazioni. 
Tutte le valutazioni statistiche sono state effettuate mediante il programma SPSS-versione 
20.0 (Statistical Package of Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL).  
I grafici sono stati realizzati mediante Microsoft Office Excel 2010. 
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CAPITOLO 7: RISULTATI 
Dal gennaio 1991 al luglio 2013 sono stati eseguiti, presso il Centro Trapianti di Cellule 
Staminali Emopoietiche dell’Azienda Ospedaliero-Universitaria Pisana, complessivamente 
772 trapianti, di cui 325 su popolazione pediatrica. 
Nella nostra casistica, sono stati valutati retrospettivamente tutti i soggetti sottoposti a 
trapianto di cellule staminali emopoietiche dal gennaio 2003 al luglio 2013, per un totale di 
173 pazienti. Di questi, 60 pazienti, pari al 34,6% della popolazione totale esaminata, sono 
andati incontro a una riattivazione del virus di Epstein-Barr.  
7.1 Caratteristiche della popolazione dei pazienti con riattivazione di EBV 
Di questi 60 soggetti con riattivazione, 36 (60%) sono di sesso maschile e 24 (40%) di sesso 
femminile (Figura 12). L’età media è di 9,1 anni, con una deviazione standard di 5, 53. 
La malattia di base più frequente nella popolazione di pazienti con infezione da EBV è 
risultata essere la leucemia linfoblastica acuta (ALL), con 29 pazienti (48%), seguita dalla 
leucemia mieloide acuta (AML), con 17 pazienti (28%). Un numero di 3 pazienti (5%) era 
affetto da anemia aplastica, 3 pazienti da leucemia mieloide cronica (5%), 2 pazienti (3%) 
da linfoma non Hodgkin e 2 (3 %) pazienti da talassemia.  
Maschi
60%
Femmine
40%
FIGURA 12 FREQUENZE SESSO MASCHILE E FEMMINILE 
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Gli altri 4 pazienti (7%) avevano diagnosi di neuroblastoma, carcinoma del rinofaringe, 
RAEB e leucemia acuta promielocitica (Figura 13). 
7.2 Caratteristiche del trapianto di cellule staminali emopoietiche 
Tutti i pazienti sottoposti a trapianto di cellule staminali emopoietiche sono stati trattati 
secondo i protocolli terapeutici approvati dall’Associazione Italiana di Emato-Oncologia 
Pediatrica (AIEOP). Per quel che riguarda il tipo di trapianto, nella popolazione in esame 
non sono stati effettuati trapianti autologhi, ma solo allogenici. Tra questi, il 78,3% da 
donatore non familiare, Matched Unrelated Donor, il 15% da donatore familiare identico, 
Matched Related Donor, e il 6,7% da donatore familiare aploidentico (Figura 14). 
FIGURA 14 FREQUENZE TIPO DI DONATORE 
 
78%
15%
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MUD
MRD
Haplo
48%
28%
5%
5%
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3% 2% 2% 2%
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Leucemia linfoblastica acuta
Leucemia mieloide acuta
Anemia aplastica
Leucemia mieloide cronica
Linfoma non-Hodgkin
Talassemia
Neuroblastoma
RAEB
Leucemia acuta promielocitica
Ca Rinofaringe
FIGURA 13 FREQUENZE DELLE PATOLOGIE DI BASE 
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La tipizzazione del genotipo HLA nel gruppo dei donatori e dei riceventi ha permesso di 
osservare che il 40% dei pazienti presentava un HLA matching pari a 6/6, il 28,3% delle 
coppie donatore/ricevente risultava avere 5 alleli identici, il 16,7% aveva un rapporto di 
4/6 ed il 15% di 3/6. 
La sorgente di cellule staminali utilizzata maggiormente nel campione è stata il midollo 
osseo, con 38 trapianti, mentre 15 trapianti sono stati effettuati con cellule staminali del 
sangue periferico e 7 trapianti da sangue cordonale (Figura 15). 
FIGURA 15 FREQUENZE SORGENTE DI CELLULE STAMINALI EMOPOIETICHE 
 
Alcuni pazienti della popolazione sono stati sottoposti a più di un trapianto di cellule 
staminali emopoietiche: il 15% a un secondo trapianto e il 3% a un terzo trapianto.  
 
Lo stato della malattia al trapianto è un indice importante per valutare lo stato del paziente 
che intraprende una procedura trapiantologica. Nella popolazione in esame, questo dato è 
piuttosto variabile, con l’80% dei pazienti in prima, seconda o terza remissione completa, il 
15% dei pazienti con malattia presente o in progressione. Una minore percentuale (1,7%) 
era stata sottoposta a una precedente procedura trapiantologica, fallita a causa di un 
mancato attecchimento dell’inoculo.  
0 10 20 30 40
Midollo osseo
Cordone
Sangue periferico
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Il regime di condizionamento può seguire schemi molto diversi. Nei pazienti della nostra 
popolazione, il regime di condizionamento maggiormente utilizzato è stato quello costituito 
da Total Body Irradiation (TBI), Thiotepa e Ciclofosfamide, seguito dallo schema con 
Busulfano, Ciclofosfamide e L-Pam. 
 
Come mostrato nel grafico, solo 6 pazienti su 60 hanno ricevuto un condizionamento a 
intensità ridotta, il restante numero di pazienti è stato trattato con un regime ablativo 
(Figura 16). 
La T-deplezione, con ATG o Siero anti-linfocitario è stata attuata nell’83% dei pazienti con 
riattivazione di EBV (Figura 17). 
 
 
6
54
Regime a intensità ridotta Regime ablativo
83%
17%
T-deplezione
Non T-deplezione
FIGURA 16 REGIME DI CONDIZIONAMENTO 
FIGURA 17 PROCEDURA DI DEPLEZIONE DELLE CELLULE T 
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Un altro dato importante da prendere in considerazione è il grado di Graft Versus Host 
Disease sviluppato dai pazienti nel dopo trapianto. Si nota come il 75% dei pazienti con 
riattivazione di EBV abbia sviluppato una GVHD di basso grado o di grado superiore 
(Figura 18). 
FIGURA 18 GRADO GRAFT VERSUS HOST DISEASE 
 
Per evitare la presentazione di tale complicanza, viene sempre effettuata una profilassi, che 
determina uno stato più o meno profondo di immunosoppressione. 
Gli schemi di profilassi per la GVHD utilizzati maggiormente nella popolazione esaminata 
sono stati Ciclosporina+Metotrexate+Antitimoglobulina, Antitimoglobulina in schema 
unico, Ciclosporina in schema unico, Ciclosporina, Corticosteroidi e Antitimoglobulina. 
Prima della procedura trapiantologica, vengono effettuati i controlli sierologici sul ricevente 
e sul donatore, per valutare una pregressa infezione da EBV. Nella nostra popolazione, una 
sierologia positiva sia per il donatore sia per il ricevente era presente nel 38% dei casi. Il 35 
%, invece, presentava uno stato sierologico caratterizzato dalla positività del donatore e 
dalla negatività del ricevente. Le altre combinazioni sono state meno frequenti. 
7.3 Caratteristiche della riattivazione del virus di Epstein-Barr 
La riattivazione di EBV è avvenuta in un tempo medio dopo il trapianto di 102,6 giorni. 
0
5
10
15
20
25
30
Nessuna GVHD Grado I Grado II Grado III Grado IV
Serie1 15 30 11 3 1
N
u
m
e
ro
 p
a
zi
e
n
ti
87 
 
La mediana è 60 giorni, l’intervallo minimo di 12 giorni e l’intervallo massimo di 587 giorni. 
Nell’istogramma della Figura 19, si nota come la maggior parte dei pazienti sia andata 
incontro a una riattivazione nei primi 100 giorni dopo il trapianto, una percentuale minore 
dopo i 100 giorni e un piccolissimo numero dopo il giorno 400 dopo il trapianto. 
 
La carica virale di EBV misurata mediante la RT-PCR ha raggiunto livelli diversi nei vari 
pazienti. Il valore maggiore raggiunto nella popolazione considerata è stato di 77280 
copie/mL e il valore minimo è stato quello di 2000 copie/mL, con una media di 2687 
copie/mL.  
Una concomitante infezione da Citomegalovirus è stata riscontrata nel 53% dei pazienti. 
 
FIGURA 19 RIATTIVAZIONE DI EBV: GIORNI DOPO IL TRAPIANTO IN CUI SI E' 
VERIFICATO L'EVENTO 
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7.4 Strategie terapeutiche utilizzate 
Al 51,7% dei pazienti con EBV-PCR positiva è stata somministrata terapia con Rituximab, 
secondo il Protocollo Operativo internazionale. 
20 pazienti hanno effettuato solamente un ciclo di Rituximab, con una dose unica di 375 
mg/m2, mentre a 3 pazienti sono state somministrate 2-3 dosi e a 8 pazienti più di 3 dosi. 
Su 23 pazienti con una carica virale inferiore a 3000 copie/mL solo 6 hanno effettuato una 
terapia con Rituximab. 
I pazienti con una viremia tra 3100 copie/mL e 10000 copie/mL, per un totale di 15 
pazienti, 8 pazienti hanno effettuato la terapia con Rituximab. 
Per un valore di viremia superiore alle 10000 copie/mL, dato riferibile a 22 pazienti, il 90% 
ha ricevuto almeno una dose di Rituximab. 
Una tabella riassuntiva di tutti i dati dei pazienti è riportata nelle pagine seguenti (Tabella 9). 
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TABELLA 9 RIASSUNTO CARATTERISTICHE POPOLAZIONE PAZIENTI CON RIATTIVAZIONE 
DI EBV 
CARATTERISTICHE N° % 
Pazienti con riattivazione 60 100% 
Sesso 
Maschi 
Femmine 
 
36 
24 
 
60% 
40% 
Età al trapianto 
Media (±DS) 
Mediana (Range) 
 
9,1anni  
9 anni 
 
(±5,5) 
(0-18) 
Patologia di base 
Leucemia linfoblastica acuta 
Leucemia mieloide acuta 
Anemia aplastica 
Leucemia mieloide cronica 
Linfoma non-Hodgkin 
Talassemia 
Neuroblastoma 
RAEB 
Leucemia acuta promielocitica 
Ca Rinofaringe 
 
29 
17 
3 
3 
2 
2 
1 
1 
1 
1 
 
48.3% 
28.3% 
5% 
5% 
3.3% 
3.3% 
1.7% 
1.7% 
1.7% 
1.7% 
Tipo di trapianto 
Autologo 
Allogenico 
 
0 
60 
 
0% 
100% 
Donatore 
Non familiare (MUD) 
Familiare identico (MRD) 
Aploidentico 
 
47 
9 
4 
 
78.3% 
15% 
6.7% 
Disparità HLA  
6/6 
5/6 
4/6 
3/6 
 
24 
17 
10 
9 
 
40% 
28.3% 
16.7% 
15% 
Sorgente cellule staminali 
Midollo osseo 
Cordone 
Cellule staminali del sangue periferico 
 
38 
7 
15 
 
63.3% 
11.7% 
25% 
Numero di trapianti 
1 
2 
3 
 
49 
9 
2 
 
81.7% 
15% 
3.3% 
Stato della malattia al trapianto 
I remissione completa 
 
25 
 
41.7% 
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II remissione completa 
Malattia presente 
No-take 
Progressione di malattia 
III remissione completa 
I Fase Cronica 
22 
8 
1 
1 
1 
2 
36.7% 
13.3% 
1.7% 
1.7% 
1.7% 
3.3% 
Regime di condizionamento 
A intensità ridotta 
Ablativo 
 
6 
54 
 
10% 
90% 
Thio+EDX+TBI 
Bus+EDX+LPam 
Bus+Thio+Flu 
EDX+TBI 
Altri regimi 
28 
12 
5 
5 
10 
46,7% 
20% 
8,3% 
8,3% 
16,7% 
Deplezione T-cellulare 50 83.3% 
Profilassi GVHD 
CSA+MTX+ATG 
ATG 
CSA+MTX 
CSA+Cortisone+ATG 
Altre profilassi 
 
29 
10 
4 
4 
13 
 
48,3% 
16,7% 
6,7% 
6,7% 
21,7% 
Grado GVHD acuta 
Nessuna 
I 
II 
III 
IV 
 
15 
30 
11 
3 
1 
 
25% 
50% 
18.3% 
5% 
1.7% 
Sierologia EBV donatore/ricevente 
+/+ 
+/- 
-/- 
-/+ 
 
23 
21 
9  
7 
 
38.3% 
35% 
15% 
11.7% 
Sierologia EBV positiva prima del trapianto 35 58.3% 
Tempo medio di riattivazione EBV 102,6 gg  
Numero pazienti trattati con Rituximab 31 51.7% 
Numero cicli di Rituximab 
1 
>1  
>3 
 
20 
3 
8 
 
33,3% 
5% 
13,3% 
PTLD 3 5% 
Riattivazione CMV 35 58.3% 
Vivi 42 70% 
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7.5 Pazienti con Post Transplant Lymphoproliferative Disease 
Un numero di 3 pazienti su 60 ha sviluppato una Malattia Linfoproliferativa Post 
Trapianto. Le caratteristiche principali di tali pazienti sono riportate nella Tabella seguente. 
7.6 Mortalità e riattivazione del virus di Epstein-Barr 
Nel Centro Trapianti dell’Unità Operativa di Oncoematologia Pediatrica di Pisa si registra 
un Overall Survival del 60%. 
Dopo la procedura trapiantologica, tutti i pazienti vengono seguiti con controlli seriali. 
Nella nostra popolazione, i pazienti deceduti sono stati 18, ovvero il 30%. 
CARATTERISTICHE PAZIENTE 1 PAZIENTE 2 PAZIENTE 3 
Sesso Maschio Maschio  Maschio 
Età al trapianto 13 9 4 
Stato della malattia al trapianto Malattia presente 
 
II RC 
 
II RC 
Numero trapianti 3 2 2 
Positività EBV-PCR Si Si Si 
Donatore MUD MUD MUD 
Sorgente cellule staminali BM PBSC PBSC 
HLA matching 4/6 6/6 4/6 
Regime di Condizionamento 
 
 
Ablativo (Thio-
EDX-TBI) 
 
Ablativo (Thio-EDX-
TBI) 
RIC (Thio-Flu-
LPAM) 
Profilassi GVHD CSA+MTX CSA+MTX CSA+MTX 
T-deplezione con ATG Si Si Si 
GVHD acuta No No II grado 
EBV donatore/ricevente +/- -/+ +/- 
Riattivazione: giorni dopo il 
trapianto 
64 54 60 
Segni e sintomi clinici Linfoadenopatia Crisi comiziali Epatosplenomegalia 
Numero cicli Rituximab 6 5 5 
Deceduto Si Si No 
TABELLA 10 CARATTERISTICHE DEI PAZIENTI CHE HANNO SVILUPPATO POST 
TRANSPLANT LYMPHOPROLIFERATIVE DISEASE 
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Rispetto alla mortalità totale, la mortalità all’interno della popolazione di pazienti riattivati 
non è risultata essere superiore. L’intervallo medio fra trapianto ed exitus è stato di 8 mesi. 
Tuttavia, la mortalità è aumentata nei pazienti che hanno sviluppato un Post Transplant 
Lymphoproliferative Disorder, tra i quali 2 su 3 sono andati incontro ad exitus. 
ANALISI DEI FATTORI DI RISCHIO PER LA 
RIATTIVAZIONE DI EBV E LA MORTALITA’  
7.7 Fattori di rischio associati alla riattivazione di EBV 
L’analisi dei fattori di rischio correlati alla riattivazione di EBV nei pazienti sottoposti a 
trapianto di cellule staminali emopoietiche è importante, perché l’individuazione dei 
soggetti maggiormente suscettibili può guidare il medico nelle decisioni quotidiane, come la 
somministrazione di una terapia preventiva, in grado di azzerare la viremia e di ridurre il 
rischio di evoluzione nella complicanza grave, e talvolta fatale, del PTLD. 
Nella nostra popolazione, sono stati presi in considerazione diversi fattori, descritti nei 
paragrafi precedenti. 
È stata svolta un’analisi statistica, per valutare quali, tra questi, costituiscano dei significativi 
fattori di rischio. I risultati dell’analisi sono presentati nella Tabella 11, alla pagina seguente. 
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TABELLA 11 ANALISI DEI FATTORI DI RISCHIO PER LA RIATTIVAZIONE DI EBV NELLA 
POPOLAZIONE OGGETTO DELLO STUDIO 
 ANALISI UNIVARIATA ANALISI MULTIVARIATA 
Pazienti totali=173 
Pazienti con 
riattivazione=6
0 
Pazienti senza 
riattivazione=11
3 
Sign. 
OR(CI) Sign. 
Età media al 
trapianto (±ds) 
9,12 anni (±5,53) 10,2 anni (±5,39) 
0,205 
  
Sesso 
Maschi 
Femmine 
 
36 (32,7%) 
24 (38,1%) 
 
74 (67,3%) 
39 (61,9%) 
0,470 
  
Tipo di donatore 
MUD 
MRD 
Aploidentico 
 
47 (54%) 
9 (24,3%) 
4 (30,8%) 
 
40 (46%) 
28 (75,7%) 
9 (69,2%) 
<0,001 0,415 [0,213-0,807] 0,010 
Sorgente staminali 
Midollo osseo 
Sangue Periferico 
Cordone 
 
38 (40,9%) 
15 (23,8%) 
7 (41,2%) 
 
55 (59,1%) 
48 (76,2%) 
10 (58,8%) 
0,076 3,790 [1,565-9,178] 0,003 
Deplezione T cell. 
Effettuata 
Non effettuata 
 
50 (60,2%) 
10 (11,1%) 
 
33 (39,8%) 
80 (88,9%) 
<0,001 6,554 [2,100-20,457] 0,001 
Regime condiz. 
Ablativo 
A intensità ridotta 
 
54 (34,4%) 
6 (37,5%) 
 
103 (65,6%) 
10 (62,5%) 
0,801 
  
 
I risultati devono essere attentamente valutati, a causa del piccolo campione e della 
variabilità delle scelte terapeutiche, dovuta alle differenze interindividuali. Dalla tabella, si 
evince che risultano statisticamente significative le analisi attuate sul tipo di donatore e la 
procedura di T-deplezione, mentre la sorgente di cellule staminali utilizzata presenta un 
trend verso la significatività. Nell’analisi multivariata, le due variabili già significative 
rimangono tali e la sorgente di cellule staminali diventa significativa. 
7.8 Fattori della riattivazione di EBV associati ad una più elevata mortalità 
È stata condotta un’analisi uni e multivariata sui fattori concernenti la riattivazione di EBV 
che risultano correlati ad una più elevata mortalità, nel nostro gruppo di pazienti con 
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riattivazione di EBV. È stato fatto il confronto tra il gruppo dei pazienti con riattivazione 
vivi, in numero di 42, e il gruppo di pazienti con riattivazione deceduti, in numero di 18. 
Nell’analisi, la patologia di base è stata suddivisa in 3 gruppi, ALL, AML e altre diagnosi 
meno comuni. La tabella seguente (Tabella 12) riporta i risultati ottenuti dall’analisi 
statistica univariata e dell’analisi multivariata, effettuata sui dati statisticamente significativi 
o in trend di significatività. 
TABELLA 12 ANALISI UNIVARIATA E MULTIVARIATA DEI FATTORI CORRELATI ALLA 
MORTALITA' NELLA POPOLAZIONE DEI PAZIENTI CON RIATTIVAZIONE DI EBV 
 ANALISI UNIVARIATA ANALISI MULTIVARIATA 
Pazienti totali=173 
Pazienti con 
riattivazione 
vivi=42 
Pazienti con 
riattivazione 
deceduti=18 
Sign. OR (95%CI) Sign. 
Età media al 
trapianto (±ds) 
7,50 (±4,9) 12,89 (±5,1) 
0,770 
  
Sesso 
Maschi 
Femmine 
 
22 (61,1%) 
20 (83,3%) 
 
14 (38,9%) 
4 (16,7%) 
0,066 1,954 [0,495-7,709] 0,339 
Patologia di base 
ALL  
AML  
Altre diagnosi  
 
19 (65,5%) 
14 (82,3%) 
9 (64,3%) 
 
10 (34,5%) 
3 (17,7%) 
5 (35,7%) 
 
 
0,421 
  
Numero trapianti 
1 
>1 
 
39 (79,6%) 
3 (27,3%) 
 
10 (20,4%) 
8 (72,7%) 
 
0,001 10,400 [2,326-46,506] 0,02 
Tipo di donatore 
MUD 
MRD 
Aploidentico 
 
35 (74,5%) 
5 (55,5%) 
2 (50%) 
 
12 (25,5%) 
4 (44,5%) 
2 (50%) 
 
0,349 
  
Sorgente staminali 
Midollo osseo 
Sangue Periferico 
Cordone 
 
29 (76,3%) 
7 (46,7%) 
6 (85,7%) 
 
9 (23,7%) 
8 (53,3%) 
1 (14,3%) 
0,066 0,989 [0,396-2,470] 0,982 
Deplezione T cell 
Non effettuata 
Effettuata 
 
8 (80%) 
34 (68%) 
 
2 (20%) 
16 (32%) 
 
0,450 
  
Regime Condiz. 
Ablativo 
Intensità ridotta 
 
37 (68,5%) 
5 (83,3%) 
 
17 (31,5%) 
1 (16,7%) 
0,453 
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Tra i fattori analizzati, il sesso e la sorgente di cellule staminali emopoietiche hanno 
mostrato un certo trend verso la significatività, nell’analisi univariata, mentre il fattore 
numero di trapianti è risultato sostanzialmente significativo. Tutti gli altri fattori non hanno 
dimostrato una significatività.  È stata condotta l’analisi multivariata che ha permesso di 
ottenere valori di significatività solo per il fattore del numero di trapianti. 
7.9 Analisi della ricostituzione immunologica delle sottopopolazioni linfocitarie nei 
pazienti con riattivazione di EBV 
I dati sulla ricostituzione immunologica sono stati ottenuti mediante analisi 
citofluorimetrica. Per ogni paziente, sono stati misurati i valori delle sottopopolazioni 
linfocitarie, a diversi intervalli di tempo dal trapianto. Nella tabella seguente (Tabella 13), 
sono riportati i valori medi e mediani delle sottopopolazioni linfocitarie nei pazienti andati 
incontro a riattivazione di EBV, ai giorni +30, +60 e +90. Tali valori sono, poi, 
rappresentati graficamente, nella figura della pagina seguente, con un grafico a linee. 
TABELLA 13 VALORI MEDI E MEDIANI DELLE SOTTOPOPOLAZIONI LINFOCITARIE NELLA  
POPOLAZIONE IN STUDIO 
Sottopopolazione 
linfocitaria 
Valore medio 
al giorno +30 
Valore medio al 
giorno +60 
Valore medio al 
giorno +90 
CD3+ 197,5/µl 717,59/µl 621,2/µl 
CD4+ 63,4/µl 85,11/µl 78/µl 
CD8+ 84/µl 504/µl 400,1/µl 
CD19+ 4,7/µl 217,6/µl 289/µl 
CD16+56+ 259/µl 276,2/µl 275,7/µl 
Sottopopolazione 
linfocitaria 
Valore mediano 
al giorno +30 
Valore mediano al 
giorno +60 
Valore mediano 
al giorno +90 
CD3+  103,7/µl 226,5/µl 437,9/µl 
CD4+ 18,2/µl 44/µl 69/µl 
CD8+ 30,7/µl 114,3/µl 178,2/µl 
CD19+ 1,9/µl 11,85/µl 10,52/µl 
CD16+56+ 192,3/µl 186,9/µl 184,6/µl 
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Dalla nostra analisi sui valori medi, si nota che le prime cellule che aumentano dopo il 
trapianto sono in successione le cellule Natural Killer CD56+CD3-, i linfociti T citotossici 
CD8+CD3+, i linfociti CD4+CD3+ ed infine i linfociti B CD19+CD3-. Dal grafico si 
vede come il recupero dei linfociti CD3+ inizi già durante il primo mese e raggiunga il 
picco intorno ai 50 giorni. I linfociti B, CD19+, invece, iniziano ad aumentare solo dopo il 
primo mese. 
Le cellule Natural Killer, CD16+56+, aumentano fin dall’inizio, ma poi si assestano su un 
livello stabile dal primo mese in poi (Figura 20). 
 
 
FIGURA 20 RICOSTITUZIONE SOTTOPOPOLAZIONI LINFOCITARIE: VALORI MEDI 
 
È interessante valutare il rapporto tra i livelli delle sottopopolazioni linfocitarie nei pazienti 
con riattivazione di EBV dopo trapianto di cellule staminali emopoietiche della nostra 
popolazione e i valori delle sottopopolazioni linfocitarie in una serie di pazienti pediatrici 
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sottoposti a trapianto di cellule staminali emopoietiche, che non sono andati incontro a 
riattivazione di EBV, ottenuti da studi recenti.  
 
Sottopopolazione 
linfocitaria 
Valori mediani al 
gg +90-pazienti 
riattivati 
Valori mediani gg 
+90-pazienti- 
KJH-Wook Bae K, Eun 
Kim B, Nam Koh K et al.  
CD3+ 437,9/µl 797/µl  
CD4+ 69/µl 244/µl  
CD8+ 178/µl 475/µl  
CD19+ 10,5/µl 66/µl  
CD16+56+ 184,6/µl 227/µl  
TABELLA 14 CONFRONTO VALORI MEDIANI SOTTOPOPOLAZIONI DEL NOSTRO CAMPIONE 
CON I VALORI RIPORTATI IN UN ALTRO STUDIO 
Nella Tabella 14, si nota come vi sia un ritardo nella ricostituzione immunologica delle 
sottopopolazioni linfocitarie nel gruppo dei pazienti con riattivazione di EBV a +90 dal 
trapianto. 
I CD3+ hanno un valore pari alla metà del valore riscontrato nella popolazione di pazienti 
pediatrici trapiantati, analizzata nell’altro studio [52]. I CD4+ e CD8+ non raggiungono 
valori adeguati al giorno +90, se confrontati con i valori dello studio. 
I CD19+ hanno un valore pari al 10% del valore indicato nell’altro studio. Le cellule 
Natural Killer, invece, raggiungono un valore che si avvicina molto ai valori riportati in 
letteratura. 
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CAPITOLO 8: DISCUSSIONE 
Il nostro studio ha come obiettivo l’analisi dell’infezione o riattivazione del Virus di 
Epstein-Barr, nella popolazione di pazienti pediatrici trapiantati presso l’Unità Operativa di 
Oncoematologia Pediatrica di Pisa e la correlazione con eventuali fattori di rischio, con 
l’evoluzione verso la Post Transplant Lymphoproliferative Disease e la descrizione dei 
presidi terapeutici utilizzati. L’ultima parte del lavoro analizza la ricostituzione 
immunologica delle sottopopolazioni linfocitarie, nei pazienti con riattivazione di EBV. 
Di seguito, sono discussi i risultati inerenti i diversi fattori di rischio analizzati. 
Riattivazione EBV. Dei 173 pazienti valutati, 60 pazienti, pari al 34,6%, hanno avuto una 
positivizzazione della viremia di EBV, nel periodo successivo al trapianto.  Tale percentuale 
è confrontabile con quella ottenuta in diversi studi, come quello di Bordon et al. pubblicato 
nel 2012 [24], che riporta una percentuale del 32%, e lo studio di D’Aveni et al. pubblicato 
nel 2011, che riporta una percentuale del 35% [53].  
Età al trapianto. L’età al trapianto non ha dimostrato alcuna correlazione con il rischio di 
riattivazione di EBV o con un aumento della mortalità. 
Sesso. Il sesso non risulta significativamente correlato con l’evento infettivo da EBV. Nel 
confronto tra pazienti vivi e deceduti, all’interno del gruppo dei pazienti con riattivazione, il 
sesso maschile è significativamente correlato a una maggiore mortalità, nell’analisi 
univariata, ma perde di significatività nell’analisi multivariata. La maggiore mortalità del 
sesso maschile, dopo il trapianto di cellule staminali emopoietiche, è, comunque, un dato 
indipendente e confermato in letteratura. 
Diagnosi. La patologia di base più comune nella popolazione è risultata essere la leucemia 
linfoblastica acuta, che è, in effetti, la neoplasia ematologica più diffusa in età pediatrica. La 
popolazione si compone di pazienti affetti da patologie molto diverse le une dalle altre, per 
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cui è stato difficile individuare dei gruppi ed effettuare delle stratificazioni, che 
permettessero un’analisi più approfondita dell’effetto delle malattie su prognosi e rischio di 
sviluppo di una viremia da EBV. I dati presenti in letteratura affermano che la patologia di 
base non rappresenti un fattore di rischio [53], mentre alcuni gruppi sostengono che le 
diagnosi di anemia aplastica, sindromi mielodisplasiche e linfoma aggressivo siano più a 
rischio di positivizzazione della viremia da EBV [54]. Questa tendenza è stata correlata con 
l’utilizzo, per tali patologie, di regimi di condizionamento particolarmente 
immunosoppressivi e contenenti Antitimoglobulina. 
Tipologia di donatore. L’analisi statistica ha dimostrato una significatività del fattore 
legato al tipo di donatore utilizzato per il trapianto. È noto che un trapianto effettuato da 
donatore familiare identico è gravato da minori complicanze e caratterizzato da una minore 
necessità di impiego di una pesante terapia immunosoppressiva, fattore di rischio per lo 
sviluppo di patologia infettiva, come quella da EBV. Il ricorso a un donatore non familiare, 
con diversi gradi di disparità HLA, oppure a un donatore familiare aploidentico impone 
l’utilizzo di regimi condizionanti e di una terapia immunosoppressiva più incisivi, con la 
somministrazione costante di antitimoglobulina, per prevenire lo sviluppo di complicanze 
quali la Graft Versus Host Disease. Saranno, perciò, maggiormente presenti le riattivazioni 
virali, come quella da EBV [54]. La scelta del donatore non influenza in modo significativo 
la mortalità, nel gruppo dei pazienti con riattivazione. 
Disparità HLA. Fino a pochi anni fa, la tipizzazione HLA era circoscritta a 6 alleli, HLA-
A, -B e -DR. Oggi, si considerano, nella valutazione, altri 6 alleli, per un totale di 12 alleli. Si 
è visto, infatti, che anche una disparità HLA per questi ultimi 6 alleli incide sulla prognosi e 
lo sviluppo di complicanze. Nella nostra casistica, sono, però, stati raccolti i dati riguardanti 
solo i 6 alleli principali, non essendo disponibili i dati sui 12 alleli per tutti i pazienti. Nella 
nostra popolazione, perciò, non risulta esserci una disparità HLA considerevole tra 
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donatore e ricevente, ma non possiamo escludere una disparità riguardante gli altri loci non 
valutati, che abbia aumentato il rischio della complicanza infettiva. Questo dato è presente 
in letteratura e confermato da diversi studi [55]. 
Sorgente di cellule staminali. Per quel che riguarda la sorgente di cellule staminali 
utilizzata, essa presenta una significatività come fattore di rischio per lo sviluppo della 
complicanza infettiva da EBV, nell’analisi multivariata. Il midollo osseo ed il cordone 
ombelicale sembrano predisporre maggiormente ad una riattivazione del virus, mentre il 
trapianto da cellule staminali del sangue periferico sarebbe gravato da una minore incidenza 
di tale evento; tuttavia, tali conclusioni devono essere interpretate con cautela e sono 
oggetto di controversie anche in letteratura [56]. Il dato potrebbe essere distorto dalle 
decisioni, per ogni singolo trapianto, riguardanti la fonte di cellule staminali da utilizzare, 
considerando la disponibilità dei donatori, lo stato del paziente e le variabilità dei protocolli 
nel tempo. 
La sorgente di cellule staminali emopoietiche non risulta essere un fattore 
significativamente importante per la prognosi dei pazienti con riattivazione, anche se 
presenta un certo trend di significatività all’analisi univariata.  
La mortalità, legata al trapianto da cellule staminali del sangue periferico, appare maggiore, 
ma tale differenza sarebbe la conseguenza di una tendenza allo sviluppo di Graft Versus 
Host Disease, fino a gradi elevati di severità, anche se la mortalità correlata alla recidiva di 
malattia è ridotta da una maggiore azione Graft Versus Leukemia. 
Numero di trapianti. La mortalità è più elevata tra i pazienti che sono stati sottoposti a 
più di un trapianto: in questi casi, la riattivazione di EBV è favorita da una situazione di 
protratta immunodepressione e da una maggiore incidenza di Graft Versus Host Disease. 
La mortalità è aumentata, in modo indipendente dalla riattivazione di EBV, anche a causa 
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della condizione di gravità della patologia di base recidivata, dal continuo stato di 
immunodepressione che determina un aumento delle complicanze infettive e dallo sviluppo 
di Graft Versus Host Disease severa. 
Regimi di condizionamento. I regimi di condizionamento risultati più frequenti tra i 
pazienti con riattivazione di EBV sono quelli utilizzati di routine per le patologie 
maggiormente rappresentate nella popolazione, cioè TBI, Thiotepa e Ciclofosfamide per la 
leucemia linfoblastica acuta e Busulfano, Ciclofosfamide e L-Pam per la leucemia mieloide 
acuta. 
In un recente studio, si è confermato che un regime di condizionamento intenso determina 
una maggiore incidenza dell’infezione da EBV e una maggiore mortalità per la malattia 
linfoproliferativa post trapianto [57], per cui un regime ad intensità ridotta dovrebbe 
risultare protettivo nei confronti dello sviluppo della complicanza, anche se il dato risulta 
controverso [56]. Nella nostra casistica, 6 pazienti su 60 hanno ricevuto un 
condizionamento a intensità ridotta e il dato non ha determinato una differenza 
significativa. Il regime a intensità ridotta non è stato molto utilizzato nella popolazione dei 
pazienti trapiantati (9,2%): non è stato, perciò, possibile trarre delle conclusioni a riguardo.  
Il regime a intensità ridotta viene impiegato poco spesso, in pazienti molto selezionati, al 
secondo o terzo trapianto, con tumori solidi o per i pazienti che necessitano di una terapia 
a minor impatto tossico o con maggior fine immunosoppressivo e meno mieloablativo, per 
sfruttare al massimo l’effetto Graft versus Tumor. 
Deplezione T-cellulare. Un dato molto significativo, come fattore di rischio per la 
riattivazione di EBV, è il ricorso alla T-deplezione con Antitimoglobulina (ATG). Questa 
significatività è confermata da numerosi studi e il nostro dato è assolutamente in linea con 
la letteratura internazionale [57], [54], [58], [53]. La deplezione delle cellule T del donatore 
determina l’esclusione dall’inoculo anche delle cellule T specifiche contro EBV 
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eventualmente presenti oppure la perdita del comparto cellulare che costituisce la maggiore 
arma di difesa contro il virus. 
Graft Versus Host Disease. Il 75% dei pazienti con riattivazione di EBV ha sviluppato 
una Graft Versus Host Disease di grado I o superiore. La presenza di Graft Versus Host 
Disease impone l’utilizzo di una terapia immunosoppressiva corticosteroidea a dosi elevate, 
che predispone alle infezioni e alle riattivazioni virali. Infatti, uno dei primi approcci 
terapeutici utilizzati, quando si rileva un aumento della viremia di EBV, è quello di ridurre 
le dosi della terapia immunosoppressiva utilizzata per prevenire la GVHD. Ovviamente, 
questo non è possibile in quei pazienti che presentino una GVHD conclamata o che siano 
stati sottoposti a trapianto da poco tempo. 
Sierologia EBV donatore/ricevente. Per quel che riguarda la sierologia EBV pre-
trapianto del donatore e del ricevente, i due quadri principali che abbiamo rilevato sono 
stati una positività di entrambi oppure la positività del donatore e la negatività del ricevente. 
Questo dato è in linea con quanto riportato nella letteratura. Un fattore di rischio per la 
riattivazione di EBV dopo il trapianto è, soprattutto, la disparità tra lo stato sierologico del 
donatore e quello del ricevente. 
La riattivazione di EBV è avvenuta in un tempo medio di 102,6 giorni e un valore mediano 
di 60 giorni. Tale valore è simile ai valori riportati in diversi articoli sull’argomento [26], 
[53]. 
Citomegalovirus. Una concomitante infezione da CMV è stata riscontrata nel 53% dei 
pazienti. La coesistenza dei due virus attivi, nel paziente trapiantato, è confermata da altri 
studi [59]. 
Strategie terapeutiche. I dati ottenuti riflettono la grande variabilità delle scelte 
terapeutiche, dovuta alla necessità di impostare un trattamento quanto più possibile 
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personalizzato. Non è ancora disponibile un protocollo che indichi il livello minimo di 
viremia a cui sarebbe consigliato iniziare la terapia con Rituximab. 
Nella nostra casistica, per livelli di viremia più bassi, pochi pazienti sono stati trattati con 
Rituximab: si è preferito, in questi casi, tentare l’approccio della riduzione della terapia 
immunosoppressiva, per valutare un’eventuale spontanea regressione del livello viremico. 
Alcuni pazienti hanno presentato dei picchi di viremia, anche molto importanti, rientrati 
nella norma in pochi giorni, per cui non è stato necessario alcun intervento terapeutico. 
Anche il tempo dal trapianto è fondamentale per guidare una decisione terapeutica: i 
pazienti con elevazione della carica virale, da poco sottoposti a trapianto, in terapia 
immunosoppressiva, con GVHD, vengono subito trattati con l’anticorpo monoclonale, 
poiché la possibilità di azzeramento spontaneo della viremia sarebbe minima e la scelta di 
ridurre la terapia immunosoppressiva davvero rischiosa. Se, invece, il monitoraggio della 
viremia individua una riattivazione a distanza di mesi o anni, l’atteggiamento è piuttosto di 
osservazione e di attesa.  
Pazienti con Post Transplant Lymphoproliferative Disease. Tre pazienti della nostra 
casistica hanno sviluppato PTLD. Le caratteristiche dei pazienti e dei trapianti coincidono 
con i principali fattori di rischio per la riattivazione di EBV e lo sviluppo di questo 
disordine [28]. I 3 pazienti sono di sesso maschile, sono stati sottoposti a trapianto da 
donatore non familiare, hanno effettuato un numero di trapianti superiore a 1, hanno 
presentato una viremia positiva per EBV. E’ presente una disparità di HLA pari a 4/6, in 2 
dei 3 pazienti, ed una disparità tra lo stato sierologico del donatore e quello del ricevente. 
Tutti e 3 hanno assunto una profilassi per la GVHD che includeva CSA+MTX+ATG e, 
quindi, una procedura di T deplezione. La riattivazione di EBV è avvenuta circa 60 giorni 
dopo il trapianto. La terapia con Rituximab ha previsto un numero di dosi superiore a 5 per 
tutti i pazienti. 
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Ricostituzione immunologica. L’analisi delle sottopopolazioni linfocitarie ai giorni +30, 
+60 e +90, ha permesso di tracciare il grafico della cinetica di ricostituzione immunologica 
dei vari comparti cellulari. Questa è risultata essere comparabile con l’ordine di ripresa delle 
popolazioni cellulari immunocompetenti descritta in diversi studi [60]. 
Per quanto riguarda il valore assoluto delle sottopopolazioni linfocitarie, dal confronto con 
dati provenienti da studi clinici su pazienti pediatrici sottoposti a trapianto di cellule 
staminali emopoietiche, ma senza riattivazione di EBV, si può notare come nella nostra 
popolazione di pazienti con riattivazione di EBV vi sia un ritardo nella ricostituzione 
immunologica, con valori mediani più bassi rispetto a quelli misurati nella popolazione 
oggetto degli altri studi. 
 
L’analisi statistica delle diverse caratteristiche ha permesso di individuare alcuni fattori di 
rischio per la viremia da EBV nella nostra popolazione, anche se la presenza di una certa 
disomogeneità numerica nei vari gruppi, dovuta alle variabili scelte terapeutiche, che 
vengono attuate in base alle caratteristiche peculiari di ciascun paziente, ha posto alcuni 
problemi metodologici e introdotto degli errori che devono essere tenuti in considerazione. 
I dati esposti devono essere, perciò, interpretati con cautela. 
I limiti di questo studio sono quelli intrinseci degli studi retrospettivi, che possono subire 
delle distorsioni dovute al fatto che i dati, dal 2003, non sono stati raccolti in accordo con i 
bisogni dello studio. Tuttavia, tale punto non è che uno stimolo per il futuro. Si potrebbe 
delineare uno studio dello stesso tipo, ma prospettico, con un confronto più attento e 
metodico tra i pazienti con riattivazione di EBV e i pazienti senza tale complicanza 
infettiva. Il confronto tra la popolazione di pazienti con riattivazione e la popolazione di 
pazienti senza riattivazione potrà essere fatto anche per quel che riguarda la ricostituzione 
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immunologica delle sottopopolazioni linfocitarie, in modo da correlare la maggiore 
suscettibilità all’infezione da EBV con un particolare pattern di recupero della funzione 
immunitaria. Sarà necessario ampliare la casistica e confrontare i risultati e le esperienze di 
diversi centri. 
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CAPITOLO 9: CONCLUSIONI 
Il trapianto di cellule staminali emopoietiche rappresenta una procedura terapeutica 
consolidata, per un numero notevole di patologie neoplastiche e non.  
La sua importanza è testimoniata dai notevoli progressi compiuti dalla ricerca in tale ambito 
e dagli sforzi delle associazioni internazionali per la creazione di protocolli sempre più 
accurati, applicabili in tutti i centri. La mortalità correlata al trapianto è in diminuzione, 
anche se le complicanze infettive rappresentano ancora un evento critico, nel decorso del 
paziente sottoposto a trapianto di cellule staminali emopoietiche. 
L’infezione da EBV nel periodo successivo al trapianto di cellule staminali emopoietiche 
rimane una complicanza importante, che può compromettere il buon esito della procedura 
trapiantologica. L’evoluzione del quadro nei Disordini Linfoproliferativi Post Trapianto 
rappresenta una minaccia per la sopravvivenza dei piccoli pazienti. Gli sforzi per il 
miglioramento dei protocolli di diagnosi, prevenzione e terapia sono stati tanti e l’incidenza 
di Post Transplant Lymphoproliferative Disease è in diminuzione. 
Si è arrivati alla conclusione che il monitoraggio della carica virale di EBV dopo il trapianto 
e la terapia preventiva sono essenziali per il miglioramento dell’outcome dei pazienti. Un 
recente studio ha valutato anche l’impatto costi-benefici, concludendo che sia 
assolutamente utile seguire il protocollo internazionale attuale [61]. 
I dati disponibili in letteratura per la popolazione adulta sono numerosi. Pochi sono ancora 
gli studi sulla popolazione pediatrica. Ancor meno indagato è l’ambito che correla la 
maggiore suscettibilità alla infezione o riattivazione di EBV, con un ritardo nella 
ricostituzione immunologica delle sottopopolazioni linfocitarie, processo peculiare nel 
paziente pediatrico, anche se, negli ultimi mesi, sono già stati pubblicati alcuni contributi 
importanti. L’argomento trattato in questo lavoro di tesi è sicuramente d’interesse attuale. 
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Tutti gli sforzi relativi a questo ambito di ricerca sono finalizzati a rispondere alla domanda 
riguardante le caratteristiche del gruppo di pazienti a maggior rischio, ai quali deve essere 
somministrata una terapia preventiva.  
La prevenzione di questo disordine potrebbe essere una via per la riduzione della mortalità 
post trapianto e per il miglioramento della prognosi dei bambini.  
Il trattamento deve essere individualizzato il più possibile, per evitare terapie inutili o non 
modellate sul singolo caso, per evitare una tossicità, in pazienti che hanno già ricevuto 
regimi di condizionamento di notevole impatto. 
La raccolta e l’analisi dei dati riguardanti i trapianti svolti in un intervallo di tempo lungo ha 
permesso di avere un quadro preciso dell’evoluzione di questa complicanza all’interno del 
Centro Trapianti dell’UO di Oncoematologia Pediatrica di Pisa e di come siano migliorate 
sempre più le tecniche di gestione e, di conseguenza, come sia aumentata la capacità di 
diagnosi, terapia e prevenzione di tale complicanza, anche nella realtà del Centro Trapianti 
di Pisa. L’analisi dei fattori di rischio ha permesso di confermare i risultati presenti nella 
letteratura internazionale.  
In futuro, altri fattori di rischio e suscettibilità potranno essere presi in considerazione, per 
circoscrivere sempre più il gruppo di pazienti che deve ricevere la terapia preventiva, in 
modo da creare protocolli internazionali sempre più aggiornati ed efficaci. 
La collaborazione tra i diversi centri è essenziale, per avere dei numeri abbastanza elevati da 
permettere di trarre conclusioni sempre più affidabili, per rendere omogenee le linee 
diagnostiche e terapeutiche al fine di migliorare l’esito di questi disordini e in generale 
l’aspettativa e la qualità della vita dei piccoli pazienti sottoposti a trapianto di cellule 
staminali emopoietiche. 
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